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Resumo 
 
 O carcinoma do ovário representa cerca de 4 % de todos os diagnósticos de 
cancro na mulher a nível mundial. Apesar da baixa taxa de incidência, esta neoplasia 
maligna está associada a uma elevada taxa de mortalidade devido, em parte, ao 
diagnóstico tardio da doença uma vez que, em cerca de 75 % das doentes, o 
diagnóstico ocorre apenas em fases avançadas da doença. 
A terapêutica sistémica com agentes citotóxicos assume um papel 
preponderante no tratamento do carcinoma do ovário estando preconizada para a 
maioria das situações, incluindo estadios iniciais com critérios de mau prognóstico. 
A estratégia terapêutica padrão para o carcinoma epitelial do ovário avançado baseia-
se na cirurgia citorredutora e estadiamento, seguida de quimioterapia adjuvante com 
platinos e taxanos. Esta neoplasia é considerada como quimiosensível, inclusivamente 
com taxas de resposta completa de 40 a 60% para doença avançada. Apesar da 
aparente eficácia do tratamento, cerca de 75% das doentes irão desenvolver recidiva 
e tornar-se-ão candidatas para terapia de segunda-linha. A recidiva do carcinoma do 
ovário é definida de acordo com o intervalo livre de progressão e, consequentemente, 
com o tempo livre de platinos. Os tumores recorrentes podem ainda ser 
quimiosensíveis e as doentes podem ser re-submetidas a quimioterapia à base de 
platinos com taxas de resposta diretamente proporcionais ao intervalo livre de 
tratamento, até à eventual emergência de doença resistente. Como resultado, a 
elevada percentagem de diagnósticos em fase avançada, e a recorrência frequente da 
doença limitam a eficácia do tratamento e a sobrevivência das doentes (45% a 5 anos).  
 A elevada heterogeneidade no intervalo livre de progressão e a sua direta 
associação com a resposta aos platinos, concomitantemente com o facto de 20 % das 
doentes ser intrinsecamente resistente a estes compostos, colocaram a hipótese que 
variações inter-individuais na resposta à terapia possam ser um importante 
determinante no prognóstico destas doentes. A presença de variações genéticas em 
enzimas envolvidas no metabolismo de fármacos, nomeadamente dos platinos, 
poderá influenciar a resposta à terapia. Desta forma, o principal objetivo deste 
trabalho foi avaliar a influência de polimorfismos genéticos das Glutationas S-
transferases, utilizando como modelo farmacogenético comparativo a enzima 
Citocromo P450 3A4, como fator de prognóstico e preditivo na resposta à 
quimioterapia em doentes com carcinoma do ovário. Assim, no período entre os anos 
de 1996 e 2012, foram admitidas no Instituto Português de Oncologia do Porto 1039 
doentes com carcinoma epitelial do ovário.  
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Colocada a hipótese de que a resposta heterogénea à quimioterapia à base de 
platinos possa ser uma consequência da presença de variações inter-individuais na 
via de destoxificação destes agentes, desenvolvemos um estudo de base hospitalar 
do tipo coorte retrospetivo. Para tal, da amostragem de doentes com tratamento na 
instituição, foi selecionada uma amostragem de oportunidade de doentes submetidas 
a quimioterapia à base de cisplatina (75 mg/m
2
) ou carboplatina (AUC 5-7.5) e 
paclitaxel (175 mg/ m
2
), de 3/3 semanas, durante 6 ciclos, após cirurgia citoredutora 
(n = 129), entre o ano de 1996 e 2004. Os resultados deste estudo demonstraram 
que doentes portadoras do genótipo GSTM1 nulo apresentam um aumento na 
sobrevivência a 5 anos e um maior tempo livre de progressão quando comparado com 
doentes GSTM1 wild-type (teste log rank, P = 0,001 e P 0,013, respetivamente). 
Realizando uma análise multivariada por regressão de Cox verificamos que a inclusão 
da informação genética relativamente ao polimorfismo no gene GSTM1 aumenta a 
capacidade preditiva do risco de morte após a quimioterapia (c-index de 0,712 para 
0,833). Inclusive, o genótipo GSTM1 wild-type (HR, 2.29; P = 0,039; P = 0,0136, após 
análise por bootstrap) surge como um dos preditores mais importantes do risco de 
morte. Por outro lado, o polimorfismo no gene GSTT1 revelou não estar 
significativamente associado com o outcome clínico das doentes. Assim, o genótipo 
GSTM1 poderá ser um marcador molecular útil na predição da resposta das doentes 
com carcinoma epitelial do ovário à terapia de primeira linha. A combinação de 
marcadores genéticos e clínicos poderá ser crucial para atingir uma melhoria 
significativa na sobrevivência destas doentes.  
  Otimizar a estratégia terapêutica do carcinoma do ovário e aumentar a 
incorporação racional e custo-efetiva dos agentes biológicos emergentes são 
domínios de elevada prioridade da prática clínica, que beneficiam e urgem da 
identificação de biomarcadores prognósticos e preditivos. A identificação de fatores 
responsáveis pela introdução de variabilidade na resposta ao tratamento das doentes 
tem se revelado um desafio apesar de que prever a sensibilidade aos platinos antes 
do tratamento apresente o potencial para significativamente aumentar ou restaurar a 
quimiosensibilidade nos doentes resistentes e recorrentes e, assim, melhorar a 
sobrevivência por esta neoplasia. Compreender a falência do tratamento com platinos 
poderá ser um passo essencial na tentativa de individualizar a terapêutica, 
selecionando as doentes mais prováveis de responder ao tratamento, com 
possibilidade de ajustar a dose e estratégias de seguimento.  
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Abstract 
 
Ovarian cancer represents 4% of all cancer diagnosis among women worldwide. 
Despite its low incidence, this malignant neoplasia is associated with a high mortality 
rate attributable, in part, to the late diagnosis as 75% of all cases are diagnosed at 
advanced stages.  
 Systemic treatment with cytotoxic agents assumes an important role in ovarian 
cancer treatment, being used to most cases, including early stages with high 
recurrence criteria. Standard treatment for epithelial ovarian cancer is based on 
cytoreductive surgery, followed by first-line chemotherapy with platinum and taxane 
agents. This neoplasia is considered chemosensitive, yielding 40 to 60% complete 
responses rates for advanced disease stages. Even though the apparent efficacy of 
treatment, up to 75% of patients will relapse and become candidates for second-line 
chemotherapy. The recurrent disease is classified based on progression-free interval 
and, consequently, with platinum-free interval. Recurrent tumors may still be 
chemosensitive and patients can be re-submitted to platinum-based chemotherapy, 
with response rates directly proportional to the treatment-free interval, until the 
eventual emergence of drug-resistant disease. As a result, the high percentage of late-
stage diagnosis and the occurrence of tumor recurrence limit the treatment efficacy 
and the ovarian cancer 5-year survival rate remains only around 45%.  
 The high heterogeneity in the progression-free interval and its direct 
association with platinum response, coupled with the fact that 20% of patients are 
intrinsically resistant to these compounds at diagnosis, hypothesized that inter-
individual variation in drug response might be a major determinant for ovarian cancer. 
Namely, the presence of genetic variations in drug metabolism enzymes might have 
an impact in treatment response. Therefore, the main purpose of this thesis was to 
evaluate the influence of genetic polymorphisms in Glutathione S-transferases, using 
the Cytochrome P450 3A4 enzyme as comparative pharmacogenetic model, as 
prognostic and predictive factor in chemotherapy response of ovarian cancer patients. 
Thus, from 1996 to 2012, 1039 epithelial ovarian cancer patients were admitted and 
treated in the Portuguese Institute of Oncology, Porto. 
 Established the hypothesis that the heterogeneous response to the platinum-
based chemotherapy might be a consequence of the presence of inter-individual 
variations in the platinum-detoxification pathway, a retrospective cohort, hospital-
based study was conducted. From the group of patients with treatment in this 
institution, an opportunity subset of patients was selected, which were submitted to 
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first-line chemotherapy, consisting in Paclitaxel (175 mg/m
2
) and Cisplatin (75 mg/m
2
) 
or Carboplatin (AUC 5-7.5) at 21-day intervals for six cycles, after cytoreductive 
surgery (n = 129), between 1996 and 2004. The results of this study showed that 
GSTM1-null genotype patients presented a significantly longer 5-year survival and an 
improved time to progression when compared to GSTM1 wild-type genotype patients 
(log rank test, P = 0,001 e P = 0,013, respectively). Multivariate Cox regression 
analysis indicates that the inclusion of genetic information regarding GSTM1 
polymorphism increased the predictive ability of risk of death after ovarian cancer 
platinum-based chemotherapy (c-index from 0,712 to 0,833). Namely, GSTM1 wild-
type genotype emerged as one of the most important predictors of risk of death (HR, 
2.29; P = 0,039; P = 0,0136 after bootstrap). No similar effect on survival was 
observed regarding GSTT1 polymorphism. Therefore, GSTM1 polymorphism might be 
a useful molecular marker to predict the response of ovarian cancer patients to 
platinum-based first-line chemotherapy. The combination of clinical and genetic 
markers might be a useful strategy to improve the survival of ovarian cancer patients.  
 The optimization of OC standard treatment strategies and the improvement of 
rational and cost-effective incorporation of emerging biological agents are domains 
of high priority research that would benefit from the identification of both prognostic 
and predictive biomarkers. The identification of the factors underlying the treatment 
response variability has proved to be a challenge albeit the ability to predict platinum 
sensitivity prior to treatment has the potential to significantly improve or restore 
chemosensitivity in resistant and recurrent patients and hence the OC survival. 
Understanding platinum-treatment failure might be an essential step in an attempt to 
tailor chemotherapy, choosing the patients most likely to benefit from therapy, with 
the possibility to adjust treatment dosage and follow-up strategies. 
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Organização da Tese 
 
A presente Tese está organizada em sete capítulos. O Capítulo I contempla uma breve 
introdução geral ao tema e uma detalhada revisão da literatura sobre o carcinoma do 
ovário como modelo de estudo, destacando algumas das problemáticas encontradas 
na prática clínica e que poderão ser esclarecidas pela investigação básica e 
translacional. Este capítulo culmina com a apresentação dos objetivos propostos para 
a realização deste trabalho. No Capítulos II é caracterizado o padrão de apresentação 
clínico das doentes com carcinoma epitelial do ovário admitidas e tratadas no Instituto 
Português de Oncologia do Porto (IPO-Porto), entre os anos de 1996 a 2012. Nos 
Capítulos III-V são individualmente apresentados os resultados publicados no âmbito 
desta Tese e, no Capítulo VI, são discutidas as conclusões gerais e algumas 
considerações no âmbito da Oncologia Médica.  
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1.1. Introdução Geral 
O cancro constitui um grave problema de saúde, representando uma das 
principais causas de morte a nível mundial. Dados epidemiológicos apontam para 
que, no ano de 2012, tenham ocorrido cerca de 14,1 milhões novos casos de cancro 
e 8,2 milhões de mortes por esta doença [1,2]. Tendo em conta as estimativas 
populacionais, assume-se que o efeito combinado entre o envelhecimento e o 
crescimento populacional irá potenciar o impacto epidemiológico das doenças 
oncológicas, estimando-se que, no ano de 2030, existam 20,3 milhões novos casos e 
13,2 milhões de mortes por cancro [3,4]. Os dados epidemiológicos sugerem, ainda, 
que no ano de 2008 perto de 29 milhões de pessoas tenham permanecido vivas com 
evidência de cancro, num período de 5 anos após o diagnóstico. Para o ano de 2030, 
prevê-se um aumento deste valor para cerca de 80 milhões de pessoas, embora 
respeitante a um período de 5 ou mais anos após o diagnóstico [5].  
Na Europa, para o ano de 2012, estima-se que tenham ocorrido cerca de 3,45 
milhões de novos casos e 1,75 milhões de mortes por cancro. Contudo, apesar da 
população europeia representar apenas 10% da população mundial, as estimativas 
referidas representam 25% da totalidade dos casos diagnosticados e 20% das mortes 
registadas por esta doença a nível mundial [6]. Portugal não foge à regra pelo que os 
tumores malignos ocupam o segundo lugar como causa mais frequente de morte, 
representando 24,3% dos óbitos registados no país em 2013 [7].  
A distribuição da incidência e mortalidade de algumas neoplasias varia com a 
localização geográfica das populações e com alguns dos seus hábitos e 
comportamentos. Evidências recentes indicam que as taxas de incidência de cancro 
nos países desenvolvidos praticamente dupliquem relativamente aos países em vias 
de desenvolvimento, apesar das taxas de mortalidade serem apenas 8 a 15% 
superiores. Esta disparidade reflete, sobretudo, a desigualdade nas estratégias de 
rastreio, diagnóstico e tratamento dos doentes [4].  
O cancro engloba um grupo complexo de doenças com várias causas, sendo 
comummente encarado como uma doença heterogénea, complexa e multifatorial. 
Embora seja reconhecido o envolvimento de vários fatores genéticos na patogénese 
do cancro, os complexos mecanismos moleculares subjacentes ao processo de 
carcinogénese não se encontram ainda totalmente elucidados. Ao longo das últimas 
décadas, a intensa investigação biomédica realizada permitiu propor e clarificar 
inúmeras alterações genéticas e moleculares associadas ao processo de 
desenvolvimento neoplásico. É atualmente aceite que a maioria dos tumores, se não 
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a sua totalidade, apresenta em comum determinadas propriedades moleculares, 
bioquímicas e celulares. Por conseguinte, Hanahan e Weinberg (2000) sugeriram a 
aquisição de seis alterações essenciais de forma a atingir o fenótipo maligno: 1) auto-
suficiência em fatores de crescimento; 2) insensibilidade para sinais inibidores do 
crescimento; 3) evasão à apoptose; 4) potencial replicativo ilimitado; 5) capacidade 
angiogénica e 6) capacidade de invasão tecidular e metastização [8]. Contudo, 
atualmente é sugerido que outros fatores serão também cruciais e transversais à 
maioria das neoplasias, tendo sido proposto a inclusão de dois novos hallmarks do 
cancro, nomeadamente a capacidade de evasão aos mecanismos de vigilância 
imunológica e de reprogramação do metabolismo energético. Para além disso, a 
instabilidade genómica e os processos inflamatórios pró-tumorais são considerados 
como a base para a manifestação dos hallmarks propostos. Desta forma, a 
carcinogénese não deverá ser encarada como um processo autónomo por parte da 
célula neoplásica mas sim dependente da interação com outras células e fatores do 
microambiente tumoral [9].  
A integração de novas técnicas de biologia molecular nos estudos 
epidemiológicos permitiu a abertura de novas perspetivas e janelas de oportunidade 
para a caracterização dos vários fatores e/ou co-fatores envolvidos no 
desenvolvimento desta doença. Este conceito tem sido explorado de modo a ampliar 
os estudos, incluindo a caracterização de novos biomarcadores moleculares. O rápido 
avanço alcançado através do Projeto do Genoma Humano, aliado ao desenvolvimento 
de novas tecnologias, imprimiu uma nova face à Medicina em que a genómica poderá 
ser um instrumento de grande utilidade na prática clínica [10,11]. Adicionalmente, 
estudos de associação genómica permitiram inferir que o risco para cancro, o 
processo de progressão tumoral e o prognóstico parecem ser fortemente 
influenciados pelo background genético do indivíduo. A presença de variações 
genéticas, nomeadamente de polimorfismos funcionais no genoma Humano, fornece 
uma ampla e extensa variabilidade genética com possível impacto nos mecanismos 
celulares homeostáticos e tumorais [12,13].  
O crescente aumento de informação sobre o papel dos polimorfismos 
genéticos na doença oncológica, bem como em outras áreas da Medicina, levou ao 
desenvolvimento de novos biomarcadores putativos e ao aparecimento de novas 
áreas de investigação. A Farmacogenética e a Farmacogenómica, pelo estudo de como 
as diferenças individuais influenciam a variabilidade nas respostas dos indivíduos aos 
fármacos, poderão possibilitar a definição de um perfil genético individualizado que 
possa prever a resposta a cada um dos procedimentos terapêuticos [14-17]. O 
 - 23 - 
 
tratamento baseado em fármacos não exerce muitas vezes o efeito esperado, não 
resultando em benefício para o doente e, até em alguns casos, provocando 
toxicidades e outros efeitos secundários não desejados [15,16]. Desta forma, o 
principal objetivo da medicina personalizada é estabelecer uma relação entre o 
genótipo (isto é, polimorfismos ou mutações genéticas), o perfil de expressão 
genética e o fenótipo, interpretado como a variabilidade inter-individual em termos 
de resposta e toxicidade aos diversos agentes terapêuticos [17].  
O sucesso dos agentes anti-neoplásicos usados no tratamento de diversas 
neoplasias encontra-se francamente limitado por diversos fatores, inclusive por 
fenómenos de resistência tumoral aos fármacos, pela diferente capacidade de 
metabolização/biotransformação de cada indivíduo e por fatores que condicionam o 
alvo terapêutico. Todos estes fatores podem depender da variabilidade individual que 
é observada nos genes que codificam as proteínas, enzimas ou recetores celulares 
envolvidos [11,15,16]. Além da ausência de eficácia de alguns fármacos, as reações 
adversas aos medicamentos são um importante e atual problema de saúde, sendo 
responsáveis por 3 a 8% das admissões hospitalares. Estima-se que a probabilidade 
de vir a desenvolver uma reação adversa no decurso de uma terapêutica sistémica 
seja de 6 a 15%. No tratamento oncológico com quimioterapia, estes valores são 
muito superiores, com grau de eficácia muito mais baixo e níveis de toxicidade muito 
mais elevados [18-22]. Por conseguinte, além das evidentes implicações na 
otimização terapêutica, a capacidade de prever a resposta individual ao tratamento 
apresenta importante repercussão socioeconómica.   
Desta forma, o estudo de variantes alélicas específicas tem vindo a ser 
associadas com diferenças na resposta aos procedimentos clínicos, evidenciando o 
seu potencial papel na definição de novos fatores preditivos e de prognóstico em 
Oncologia. 
 
 
 
1.2. O carcinoma do ovário como modelo de aplicabilidade da 
Farmacogenómica à Oncologia 
1.2.1. Epidemiologia Molecular 
O carcinoma do ovário (CO) representa cerca de 4% de todos os diagnósticos 
de cancro na mulher e cerca de 30% das neoplasias do foro ginecológico. A nível 
mundial, estima-se que surjam cerca de 239 000 novos casos de CO por ano, 
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representando a sétima neoplasia maligna mais frequente na mulher [2,23]. Assiste-
se a uma grande variabilidade geográfica na incidência de CO, sendo francamente 
superior para países desenvolvidos, em que ultrapassa os 7,5/100 000 mulheres. Os 
valores mais baixos são registados para regiões africanas, com taxas de incidência 
inferiores a 5/100 000 mulheres. Relativamente às taxas de mortalidade, o CO 
representa a oitava causa de morte por cancro na mulher a nível mundial, com registo 
de aproximadamente 152 000 óbitos em 2012 [2].  
No que concerne ao continente europeu, em 2012, registaram-se 65 684 novos 
casos de CO, com a morte estimada de 42 749 mulheres devido a esta doença, o que 
corresponde a mais de 25% dos óbitos registados para este tumor mundialmente [6]. 
De entre os tumores malignos do foro ginecológico, o CO é o primeiro causador de 
morte embora seja apenas a terceira neoplasia mais frequente, precedido do cancro 
do colo do útero e do endométrio [6,23]. Em Portugal, estimam-se aproximadamente 
616 novos casos de CO por ano, com uma taxa de incidência ajustada à idade de 
6,2/100 000 e uma taxa de mortalidade ajustada à idade de 3,1/100 000 mulheres 
[6]. Em 2010, na área abrangida pelo Registo Oncológico Regional do Norte de 
Portugal (RORENO), a taxa de incidência de CO foi de 7,9/100 000 mulheres (6,2 e 
4,6/100 000 se taxa padronizada para a população europeia e mundial, 
respetivamente) [24].  
Apesar de vários estudos epidemiológicos terem sido efetuados com o intuito 
de estabelecer uma relação entre diferentes fatores e o desenvolvimento do CO, ainda 
não foi possível identificar todos os fatores de risco associados a esta neoplasia 
[25,26]. Sabe-se, no entanto, que a idade, a existência de história familiar de cancro 
e a nuliparidade estão fortemente associadas ao desenvolvimento desta doença [27-
29].  
 
 
1.2.2. Carcinogénese 
Evidências recentes indicam que a maioria dos tumores do ovário pode ter 
origem no epitélio da superfície que reveste o ovário (mesotélio modificado), em 
inclusões de epitélio de revestimento no córtex ovárico (quistos de inclusão epitelial) 
ou a partir do epitélio das fímbrias da trompa de Falópio (Figura 1)  [23].  
Durante a ovulação mensal, a superfície epitelial do ovário é enzimaticamente 
degradada, de forma a permitir a rotura do folículo e a libertação do oócito, levando 
à formação de uma fissura que deverá ser posteriormente reparada [30-33]. Ao longo 
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da vida reprodutiva da mulher, este processo de dano e reparação é repetido inúmeras 
vezes e pode resultar na acumulação gradual de alterações genéticas, epigenéticas e 
moleculares. Para além do trauma físico a que estão sujeitas, as células da superfície 
epitelial do ovário estão expostas a inúmeros mediadores potencialmente 
oncogénicos libertados no decorrer da ovulação, como citoquinas inflamatórias, 
espécies reativas de oxigénio (ROS) e hormonas/metabolitos hormonais reativos, 
capazes de introduzir danos no DNA e levar à desregulação do metabolismo hormonal 
[31,33-35].  
 
 
Os quistos de inclusão epiteliais podem ser formados durante o processo de 
ovulação ou ao longo do envelhecimento, ficando alojados no estroma ovárico. Uma 
vez no interior do ovário, as células epiteliais presentes nos quistos de inclusão estão 
expostas a um microambiente aberrante de estimulação autócrina/parácrina, rico em 
fatores de crescimento, como VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), citoquinas 
e outras moléculas que promovem a aquisição de alterações metaplásicas e 
displásicas potenciadoras para a transformação maligna [30,33,35-37]. Apesar do 
papel preponderante do epitélio para a carcinogénese do ovário, estudos recentes 
realizados com peças de salpingooforectomia bilateral profilática em mulheres com 
risco genético parecem sugerir o epitélio tubárico como origem do carcinoma seroso 
do ovário de alto grau [29,38-41].   
Apesar de não existirem modelos detalhados e validados para a carcinogénese 
do ovário, Shih e Kurman (2004) propuseram uma subclassificação dos tumores do 
ovário de acordo com o seu padrão de comportamento clínico, progressão tumoral, 
aspetos morfológicos e genéticos. Estes autores sugerem a existência de duas 
principais vias de carcinogénese, denominadas de Tipo I (baixo grau) e Tipo II (alto 
Figura 1. Epitélios onde potencialmente ocorrem alterações que levam ao desenvolvimento de 
carcinoma seroso de alto grau do ovário: A) Epitélio das fimbrias da trompa de Falópio; B) Epitélio da 
superfície do ovário; C) Cistos de inclusão no córtex do ovário. 
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grau), sendo um modelo de carcinogénese aceite exclusivamente para fins de 
investigação [42].  
O protótipo dos carcinomas de Tipo I é o carcinoma seroso de baixo grau, 
caracterizado por morfologia com escassa atipia, uma clínica indolente e, na maioria 
dos casos, diagnóstico em estadios iniciais. Deste grupo fazem ainda parte os 
carcinomas mucinoso, endometrióide e de células claras. Para os tumores de Tipo I 
são reconhecidas lesões potencialmente precursoras de neoplasia, como displasia ou 
endometriose, estando identificadas sequências de eventos moleculares (como 
mutações BRAF/KRAS/PTEN/ARID1A) associadas a lesões morfológicas (adenoma, 
tumor borderline). Deste modo, é proposta um processo de progressão tumoral desde 
quisto de inclusão epitelial, cistoadenoma, tumor borderline até carcinoma.  
O grupo dos tumores de Tipo II integra os carcinomas mais frequentes do 
ovário (75%) uma vez que o protótipo do grupo é o carcinoma seroso de alto grau, o 
carcinosarcoma e o carcinoma indiferenciado. Para este grupo não são conhecidas 
lesões precursoras e, morfologicamente, as neoplasias são de alto grau e clinicamente 
bastante agressivas. Os principais eventos moleculares descritos nesta via parecem 
surgir ad initium e englobam a instabilidade genética e mutações no gene TP53, em 
quase todos os casos [42]. 
 
 
 
1.2.3. Fatores de Risco 
O conhecimento histogenético é fundamental na área da Oncologia para que 
possam ser definidas estratégias de prevenção, diagnóstico e tratamento das 
neoplasias malignas. No que diz respeito ao CO, a etiologia e os eventos iniciais da 
carcinogénese ovárica ainda não se encontram perfeitamente conhecidos tendo sido 
sugeridas várias hipóteses que, baseadas em dados epidemiológicos e fisiológicos, 
pretendem explicar, mesmo que em parte, a origem deste tumor. Embora as 
hipóteses colocadas tenham como ponto de partida diferentes etiologias, as mesmas 
podem ser inter-relacionáveis e não são mutuamente exclusivas, podendo variar de 
acordo com a idade da doente (Tabela 1).  
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Tabela 1. Principais hipóteses formuladas para a etiologia do carcinoma epitelial do ovário 
Hipótese Mecanismo biológico proposto Evidências Epidemiológicas 
Ovulação 
Incessante 
[43] 
 
Ovulação repetitiva e a rápida proliferação celular 
para reparação pós-ovulação fornece um 
ambiente favorável para a iniciação da 
carcinogénese pelo acumular de alterações 
genéticas e desenvolvimento de quistos de 
inclusão. A inibição da ovulação reduz os níveis 
de gonadotropinas e de stress oxidativo, 
abrandamento da depleção dos folículos ováricos 
e diminuição da formação de quistos de inclusão 
no epitélio do ovário 
Eventos que suprimam a ovulação, 
como a gravidez, lactação e uso de 
contracetivos orais, são fatores 
protetores  
Gonadotropinas 
[44] 
A excessiva estimulação do epitélio do ovário 
pelas gonadotropinas pituitárias FSH e LH conduz 
à ativação de genes downstream e à estimulação 
da produção hormonal pelo ovário (como 
estrogénio) de forma a aumentar a proliferação e 
divisão celular e, assim, conduzir à transformação 
maligna/angiogénese tumoral. A formação de um 
protective progestagenic hormonal milleu poderá 
estimular a apoptose das células epiteliais 
geneticamente alteradas que de outra forma 
poderiam evoluir para um fenótipo maligno 
O uso de contracetivos orais e a 
gravidez são fatores protetores. 
Condições hipergonadotrópicas são 
comuns em mulheres inférteis, com 
SOPQ e pós-menopáusicas  
Estimulação 
Hormonal  
[45] 
Concentrações elevadas de androgénios são 
prejudiciais enquanto que um aumento na 
concentração de progesterona é benéfico  
Efeito protetor da multiparidade e dos 
contracetivos orais. Situações 
associadas com níveis elevados de 
androgénios, como SOPQ, conduzem 
a um aumento no risco de CO  
Inflamação 
[46] 
Processo de ovulação é acompanhado por uma 
resposta inflamatória: alteração do potencial 
redox, infiltração celular e libertação de 
citoquinas que podem induzir dano no DNA das 
células epiteliais envolvidas no processo de 
rutura/reparação do ovário  
Doenças inflamatórias ginecológicas, 
como a endometriose, podem 
aumentar o risco de CO. A toma de 
anti-inflamatórios não esteroides será 
um fator protetor 
Abreviaturas: FSH (Follicle-Stimulating Hormone); LH (Luteinizing Hormone); SOPQ (Síndrome do Ovário Poliquístico) 
 
Nas mulheres pré-menopáusicas, o risco de desenvolvimento de CO é baixo, 
havendo um aumento acentuado deste risco após a menopausa, sendo os 63 anos a 
idade mediana do diagnóstico [47]. Para além da idade, um dos principais fatores de 
risco para o CO é a história familiar. Embora as mutações germinativas nos genes que 
predispõem para esta neoplasia sejam relativamente raras na população em geral 
estas são responsáveis por aproximadamente 10 – 20% de todos os casos de CO 
[35,48].  
Os principais genes associados ao CO hereditário são o BRCA1 e o BRCA2, 
sendo que a presença de mutações patogénicas nestes genes está associada à 
síndrome de cancro da mama/ovário hereditário. O risco de desenvolvimento de CO 
de forma esporádica, ao longo da vida, é cerca de 1,7% enquanto a herança de 
mutações germinativas que alterem a função do gene BRCA1 confere um risco 
cumulativo de 40 – 60%, sobretudo para carcinoma seroso. A presença de mutações 
patogénicas no gene BRCA2 diminui o risco para cerca de metade (10 – 30%). Mulheres 
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com CO hereditário tendem a desenvolver a doença cerca de 10 anos mais 
precocemente que doentes com CO não-hereditário [28,49,50]. A importância na 
identificação de mutações nos genes BRCA tem vindo a aumentar, não só pelo 
impacto de medidas profiláticas e de seguimento, mas também devido ao 
aparecimento de tratamentos emergentes dirigidos especificamente para tumores 
associados a estas mutações [28].  
Causas mais raras de predisposição hereditária para tumores do ovário são as 
mutações nos genes MLH1, MSH2, MSH6 e PMS2 na Síndrome de Lynch, que 
contribuem com um risco de 10% (85% dos casos do tipo de células claras e 10% do 
tipo endometrióide); no gene STK11/LKB1 na Síndrome de Peutz-Jeghers, associado 
com um risco de 18-21% (sobretudo para tumores dos cordões sexuais e das células 
de Sertoli); no gene PTCH1 na Síndrome de Gorlin (2 – 25% de risco para fibromas do 
ovário); e no gene SMARCA4 para carcinoma de pequenas células do ovário do tipo 
hipercalcémico [49,51,50,52].  
Recentemente, novos genes de suscetibilidade para CO têm sido identificados, 
como por exemplo o RAD51C, RAD51D e BRIP1 ou genes da via de anemia de Fanconi 
(FA/BRCA). Com exceção das mutações nos genes BRCA1 e BRCA2, as restantes 
mutações descritas são individualmente raras, embora quando agrupadas possam ser 
responsáveis por uma proporção significativa de casos. Adicionalmente, estudos de 
associação genómica têm permitido identificar vários loci associados com o risco de 
CO, sendo sugerido que o risco conferido por polimorfismos e outros modificadores 
genéticos, quando usados numa estratégia combinada, poderão ter um impacto 
significativo com futura aplicabilidade clínica [53].  
Tal como postulado pelas hipóteses indicadas na Tabela 1, os fatores 
reprodutivos e endócrinos parecem ser também determinantes pelo que a 
nuliparidade, menarca precoce (<12 anos), menopausa tardia (>52 anos), 
endometriose, síndrome do ovário poliquístico e a exposição recente a terapêutica 
hormonal de substituição parecem estar associados a um aumento de risco para CO 
[26,29,54,55]. Fatores de risco adicionais poderão ser de origem ambiental, 
designadamente os hábitos tabágicos, sobretudo para o subtipo histológico 
mucinoso, a aplicação perineal de pó de talco e a exposição a asbestos. A obesidade 
parece ser também importante, já que mulheres com um índice de massa corporal 
superior a 30 mg/m
2
 têm um risco aumentado de desenvolver esta doença [56,57].  
Desta forma, algumas atitudes e estilos de vida foram associados a uma 
diminuição da incidência de CO, nomeadamente a amamentação, a multiparidade e a 
toma de contracetivos orais [26,54]. Relativamente aos contracetivos orais, inúmeros 
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estudos demonstraram de forma consistente que o seu uso prolongado reduz o risco 
desta neoplasia, verificando-se uma correlação entre a dose total de exposição e a 
diminuição da ocorrência de CO. O efeito protetor parece persistir por um período de 
30 anos após a suspensão da sua utilização, embora o efeito seja atenuado ao longo 
do tempo [26,58,59]. Estes fármacos estão, contudo, associados a um aumento de 
risco de fenómenos tromboembólicos e a um aumento do risco de cancro da mama, 
especialmente em mulheres portadoras de mutações nos genes BRCA1 e BRCA2 [60].  
Procedimentos cirúrgicos como a laqueação das trompas, a histerectomia com 
salpingectomia e a ooforectomia relacionam-se, igualmente, com a diminuição da 
incidência deste tumor. Contudo, estes procedimentos, nomeadamente a 
ooforectomia com salpingectomia, estão sobretudo reservados para mulheres com 
alto risco de desenvolver CO, após completarem o seu planeamento familiar.  
Relativamente à influência dos tratamentos de infertilidade na incidência de 
CO, os dados publicados até à data são inconclusivos em relação à segurança desta 
prática, sendo que não existem evidências de qualquer efeito adverso clínico 
significativo [61].  
 
 
1.2.4. Clínica e Diagnóstico 
Os sintomas de CO nos estadios precoces são ausentes ou inespecíficos, pelo 
que cerca de 75% das doentes ao diagnóstico apresentam-se em estadios avançados 
da doença. Tal acontece devido à escassez da sintomatologia e à inexistência de um 
método de rastreio eficaz mas, sobretudo, devido à biologia deste tipo de tumores 
com grande capacidade de metastização intra-abdominal [48,62-64].  
O diagnóstico em estadios iniciais ocorre habitualmente aquando da realização 
de um exame ginecológico de rotina ou na investigação clínica e/ou imagiológica de 
uma dor pélvica. Os sintomas surgem de forma inespecífica, seja sob a forma de 
sintomas do foro gastro-intestinal, tais como náuseas, enfartamento, 
diarreia/obstipação, ou do foro urológico, como polaquiúria. São também frequentes 
sintomas como sensação de peso e/ou dor pélvica, sendo que metrorragias e 
alterações do ciclo menstrual podem também ocorrer. Por outro lado, em estadios 
mais avançados, quando a massa tumoral atinge grande volume ou está presente 
carcinomatose peritoneal, é mais comum o aumento do volume abdominal com 
aparecimento de ascite e/ou dor abdominal por compressão do tumor nos órgãos 
intra-abdominais, anorexia e/ou emagrecimento progressivo. O quadro clínico pode 
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igualmente apresentar-se sob a forma de dispneia e polipneia quando está presente 
derrame pleural e/ou metastização pulmonar [28,63].  
Perante a deteção de uma massa anexial suspeita de malignidade, a abordagem 
diagnóstica deve ser efetuada tendo como base a história clínica cuidadosa que 
englobe o exame físico geral da doente, exame ginecológico, toque retal e avaliação 
abdominal. Após a avaliação clínica, devem ser solicitados, de forma criteriosa e 
objetiva, exames complementares de diagnóstico e bioquímicos para auxiliar no 
diagnóstico diferencial com outras causas de massas pélvicas que não malignas. Dos 
exames complementares de diagnóstico, a ultrassonografia transvaginal ocupa o 
primeiro lugar na sequência de exames imprescindíveis no estudo imagiológico de 
uma massa pélvica bem como a determinação do marcador tumoral CA 125 
[28,29,65]. 
O marcador tumoral CA 125 (valor normal <35 U/ml) é uma glicoproteína 
mucinosa oncofetal que, embora não seja específica do carcinoma epitelial do ovário, 
é o marcador mais frequentemente determinado no processo de diagnóstico desta 
neoplasia [29]. A sua sensibilidade como biomarcador é bastante variável (entre 24 e 
97%), pois a sua expressão está dependente do estadio da doença e do tipo 
histológico, sendo tão mais sensível quanto a extensão da doença uma vez que só 
50% dos diagnósticos apresentam elevação do CA 125 em estadio I. Na mulher pré-
menopáusica, o CA 125 apresenta um papel mais limitativo visto que situações como 
endometriose, leiomiomatose, gravidez, doença inflamatória pélvica e adenomiose 
podem determinar a sua elevação. Em mulheres pós-menopáusicas, um valor de CA 
125 superior a 35 U/ml, que curse com uma massa pélvica, apresenta um valor 
preditivo de 85%, sendo que a sua determinação juntamente com a ecografia 
transvaginal aumenta consideravelmente a acuidade do diagnóstico. Contudo, outras 
neoplasias não ginecológicas (pulmão, mama ou gastrointestinal) podem também 
cursar com a sua elevação [28,29].  
Na suspeita de neoplasia ovárica, deverá ser solicitado a tomografia axial 
computorizada (TC) abdomino-pélvico, para confirmação da presença de lesão e a sua 
caracterização, avaliação da extensão tumoral, identificação de doença irressecável e 
exclusão de doença metastática que não de origem ovárica. Todavia, o diagnóstico 
do CO é cirúrgico dado que perante uma massa anexial, radiologicamente suspeita 
de malignidade, só o exame anatomopatológico confirma o diagnóstico definitivo. A 
radiologia de intervenção ou laparoscopia diagnóstica devem ser solicitadas sempre 
que se preconize quimioterapia neoadjuvante [28,66]. A biópsia percutânea está 
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contra-indicada na avaliação de massas anexiais pelo elevado risco de disseminação 
intra-abdominal [67]. 
O diagnóstico em fases avançadas da doença explica, em parte, a elevada taxa 
de mortalidade destas doentes [29,68]. Nos últimos 25 anos, a melhoria da taxa de 
sobrevivência foi francamente insatisfatória sendo da ordem dos 37% no início da 
década de 70 e de 44% em 2000, apesar dos avanços no tratamento médico [69]. 
Segundo dados nacionais, a sobrevivência aos 5 anos é de cerca de 50% quando 
considerada doença local/loco regional, diminuindo para cerca de 15% perante 
doença metastática. Comparando com outros países europeus, Portugal apresenta 
uma das melhores taxas de sobrevivência, semelhantes às registadas para países do 
norte da Europa, sendo superior à média europeia [70].  
Enquanto a mortalidade por CO se mantiver elevada, a sua deteção precoce 
constitui um enorme desafio. Porém, os testes atualmente disponíveis carecem de 
sensibilidade e especificidade adequadas, ou seja, não existe um método de rastreio 
eficaz. Estudos prospetivos demonstraram que o uso combinado da medição sérica 
do CA 125 e da ecografia transvaginal melhora a especificidade dos testes e permite 
detetar um número significativo de CO em fase pré-clínica. Existem já evidências que 
apontam para que o rastreio desta neoplasia possa melhorar a sobrevivência das 
doentes, mas o impacto do rastreio na mortalidade por CO está ainda por demonstrar. 
A necessidade de rastreio do CO é particularmente importante para mulheres 
portadoras de mutações associadas com as síndromes hereditárias deste tipo de 
tumor [29,71].  
 
 
1.2.5. Histopatologia 
Os tumores do ovário correspondem a 30% das neoplasias malignas do trato 
ginecológico e a sua classificação deve ser efetuada segundo a proposta da 
Organização Mundial de Saúde (OMS) para tumores ginecológicos [23]. O CO 
apresenta uma elevada heterogeneidade celular sendo que a maioria dos tumores 
ováricos primários podem ser integrados em três grandes grupos de neoplasias, 
nomeadamente os tumores epiteliais, os tumores dos cordões sexuais e do estroma 
ovárico e os tumores com origem em células germinativas. Menos frequentemente 
podem ser identificados tumores miscelânea (outros tumores), mesoteliais, dos 
tecidos moles, linfomas e tumores secundários, isto é, metástases de neoplasias com 
origem extra-ovárica (7-10%) [23].  
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Embora a superfície epitelial do ovário represente apenas uma pequena fração 
de todos os tipos celulares presentes neste órgão, os tumores epiteliais do ovário são 
os mais comuns já que correspondem a cerca de 60% das neoplasias do ovário 
[36,56]. De acordo com os critérios propostos pela OMS de 2014, os tumores 
epiteliais do ovário dividem-se em sete categorias histológicas, nomeadamente tipo 
seroso, mucinoso, endometrióide, de células claras, Brenner, seromucinoso e 
indiferenciado (Figura 2) [23].  
 
 
Todos os tipos histológicos referidos, com exceção do tipo indiferenciado, são 
ainda subdivididos em neoplasias benignas, borderline e malignas, consoante as 
características em microscopia ótica. Os tumores benignos são geralmente do tipo 
seroso e mucinoso, afetando mulheres na faixa etária entre os 20 e os 60 anos. 
Apresentam-se predominantemente quísticos e podem ser unilaterais ou bilaterais, 
sendo este último mais frequentemente para o tipo seroso.  
Os tumores bordeline apresentam aspeto histológico habitualmente 
característico das neoplasias malignas, nomeadamente atipia citológica, invasão focal 
do estroma e disseminação intra-peritoneal e em gânglios linfáticos. Porém, e 
sobretudo quando só são analisados os tumores borderline que não pertencem ao 
tipo seroso, estes apresentam um excelente prognóstico aos 10 anos de seguimento 
clínico, após cirurgia completa.  
Figura 2. Tipos histológicos de tumores epiteliais do ovário (OMS, 2014). A) carcinoma seroso de alto 
grau; B) carcinoma seroso de baixo grau; C) carcinoma de células claras; D) carcinoma mucinoso; E) 
carcinoma endometrióide; F) carcinoma seromucinoso 
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As neoplasias epiteliais malignas (carcinomas) são a principal causa de morte 
por CO (90%) e são raras antes dos 35 anos de idade [47,72,73]. O subtipo histológico 
mais frequente é o adenocarcinoma, variante papilar seroso, frequentemente 
associado a anéis concêntricos de calcificações (psamomas) e à elevação sérica do 
marcador tumoral CA 125. O carcinoma endometrióide do ovário é semelhante ao 
carcinoma do endométrio, surgindo muitas vezes de forma síncrona e em estadios 
precoces. Os tumores mucinosos são habitualmente de maiores dimensões, podendo 
atingir os 20 cm de diâmetro. Macroscopicamente, apresentam áreas de hemorragia, 
necrose e quantidades variáveis de muco. Ocasionalmente, é excretada mucina para 
a cavidade peritoneal causando o pseudomixoma peritoneal. Caracteristicamente, 
estas neoplasias podem cursar com valores normais de CA 125, sendo necessário 
realizar o diagnóstico diferencial com os tumores primários do apêndice. Os tumores 
mucinosos comportam-se habitualmente como tumores quimioresistentes e 
tipicamente não se associam às mutações germinativas nos genes BRCA1 e BRCA2. O 
carcinoma de células claras é um tumor menos frequente mas associa-se claramente 
a um pior prognóstico, apresenta padrões de quimioresistência e condiciona por 
vezes quadros de hipercalcémia [23,67]. As variantes mais raras, nomeadamente os 
tumores de Brenner, são habitualmente unilaterais, representam menos de 1% das 
neoplasias epiteliais do ovário. Os tumores indiferenciados apresentam um 
comportamento clínico de grande agressividade.  
Os tumores dos cordões sexuais e do estroma correspondem a um grupo de 
tumores muito variado, em que o subgrupo dos tumores do estroma ovárico “puros” 
é o mais frequente (9% de todos os tumores do ovário), apresentando geralmente 
comportamento benigno. Ainda neste grupo de tumores, os tumores de células da 
granulosa apresentam frequentemente comportamento agressivo e correspondem a 
1% da totalidade dos tumores ováricos.  
Relativamente ao grupo das neoplasias germinativas, o teratoma maduro 
quístico é muito frequente (32% de todos os tumores do ovário) embora os restantes 
tumores germinativos, quer benignos quer malignos, sejam raros representando 
apenas 3-5% de todos os casos de carcinoma do ovário [23,74].  
 
 
1.2.6. Estadiamento 
O estadiamento do CO é cirúrgico, estando definido internacionalmente qual a 
metodologia de realização. Na cirurgia deve ser efetuado, sempre que possível, a 
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exérese total da massa tumoral, e implica para um estadiamento correto da doença, 
histerectomia total com anexectomia bilateral, omentectomia, biópsia das goteiras 
parietocólicas, gânglios linfáticos pélvicos e lomboaórticos e citologia das cúpulas 
diafragmáticas e do lavado peritoneal. O estadiamento é feito segundo os critérios da 
FIGO (International Federation of Gynaecology and Obstetrics), pelo que recentemente 
foi realizada uma revisão a esta classificação [75].  
Só poderá ser aceite outro estadiamento que não cirúrgico em casos de doença 
considerada irressecável ou se houver contra-indicação cirúrgica, sendo que nestes 
casos são aceitáveis os dados fornecidos pelos exames radiológicos.  
A TC ou ressonância magnética (MRI), apesar de não serem de grande utilidade 
no diagnóstico de CO precoce, permitem em estadios mais avançados estabelecer um 
planeamento da cirurgia e ainda identificar os critérios de irressecabilidade do tumor 
em cerca de 70 a 90% dos casos. A capacidade de deteção de implantes peritoneais 
em ambos os exames é dependente da sua localização, tamanho e presença de ascite. 
Contudo, a TC é a modalidade de imagem de escolha com vista ao estadiamento do 
CO já que é indispensável na avaliação pré-operatória no sentido da otimização da 
cirurgia de citorredução máxima ou, pelo contrário, na ajuda de decisão de 
quimioterapia neoadjuvante.  
O exame extemporâneo é importante na definição do tipo e extensão da 
cirurgia a realizar, permitindo um diagnóstico preliminar rápido e a definição da 
estratégia terapêutica cirúrgica. No caso particular das doentes com suspeita clínica 
de tumor do ovário, tem como principal objetivo determinar a natureza tumoral da 
lesão e distinguir entre tumor ovárico benigno, borderline ou maligno [76]. 
Adicionalmente, pode ser usado para distinguir entre tumor primário do ovário e 
metástase, assim como confirmar a presença de disseminação peritoneal. Assim, 
perante a confirmação de tumor do ovário benigno pode ser realizada uma cirurgia 
conservadora, enquanto perante o diagnóstico de CO se considera o estadiamento 
cirúrgico que deverá passar pela citorredução máxima da doença tumoral. De referir 
que o resultado do exame extemporâneo apresenta carácter provisório. O diagnóstico 
definitivo é elaborado após fixação, inclusão em parafina de vários fragmentos e 
eventual execução de outras técnicas tais como estudo de imuno-histoquímica [77].  
A disseminação do carcinoma epitelial do ovário pode ocorrer através de todas 
as vias de propagação conhecidas na disseminação das neoplasias malignas, isto é, a 
via linfática, hematogénica, transcavitária e por contiguidade. No entanto, a via 
transcavitária é, sem dúvida, a via clinicamente mais relevante e que condiciona, na 
grande maioria dos casos, o prognóstico das doentes [64,78].  
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A disseminação para a cavidade peritoneal é um fenómeno precoce da história 
natural da doença, dado que as células malignas seguem o trajeto do líquido 
peritoneal, obedecendo às variações da pressão intra-abdominal. As células do ovário 
caracterizam-se por serem células dependentes de ancoragem, isto é, em que apenas 
sobrevivem quando se encontram aderentes à matriz extracelular ou estão em 
contacto com células vizinhas. Contudo, quando as células tumorais do ovário são 
capazes de esfoliar para a cavidade peritoneal, conseguem evitar a anoikis (processo 
de apoptose desencadeada pela perda de ligação com a matriz extracelular) e 
sobreviver mesmo isoladamente. Nesta forma, conseguem sobreviver e disseminar-
se no peritoneu, depositando-se segundo a distribuição do fluxo passivo do líquido 
peritoneal, predominantemente nas goteiras parieto-cólicas, superfícies 
diafragmáticas, cápsula do fígado, superfície do intestino e no omento. A adesão das 
células malignas ao peritoneu precede a invasão local e a metastização secundária, 
nomeadamente para a cavidade pleural por poros transdiafragmáticos (estadio IV). A 
via transcavitária parece estar relacionada com a predileção das células neoplásicas 
pela cavidade abdominal (homing) em detrimento de depósitos noutros órgãos como 
o fígado, pulmões, cérebro ou osso (raramente nestas últimas duas localizações) 
[64,78].  
A via de disseminação por contiguidade é também importante e interessa a 
órgãos como a trompa, útero, anexo contralateral e serosas da bexiga, reto e fundo 
de saco de Douglas. A forma iatrogénica por contiguidade, por exemplo, para a 
parede abdominal (cirurgia ou paracentese) é menos frequente. Por via linfática e 
sanguínea a disseminação é mais rara e ocorre habitualmente em estadios mais 
avançados da doença. 
 
 
1.2.7. Fatores de Prognóstico 
Um elevado número de fatores clínico-patológicos tem sido implicado na 
determinação do prognóstico das doentes com CO. Os parâmetros estadio, tamanho 
do tumor, tipo histológico, grau de diferenciação e tumor residual após cirurgia são 
considerados fatores de prognóstico clássicos. Mais especificamente, o volume de 
doença residual após cirurgia é considerado um dos principais fatores de prognóstico, 
capaz de influenciar a resposta à quimioterapia e a sobrevivência [79-83]. A correta 
classificação histológica das neoplasias epiteliais do ovário é especialmente 
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importante uma vez que este é um fator de prognóstico independente e é orientador 
da conduta terapêutica [28,84,85].  
O estado geral da doente (ECOG) e a idade são também fatores com 
importância no prognóstico e fundamentais na decisão de tratamento médico [67,84].  
Inúmeros estudos têm sido realizados de forma a avaliar o significado clínico 
de alterações moleculares no CO. Contudo, os resultados obtidos até ao momento 
não permitem aceitar universalmente um biomarcador de prognóstico, apesar de ter 
sido recentemente aprovada a pesquisa de mutações dos genes BRCA como 
biomarcador preditivo para CO. No entanto, a relevância clínica dos biomarcadores 
de prognóstico parece variar em função do tipo histológico e as alterações 
moleculares associadas carecem de estudos que validem a sua utilidade clínica de 
forma independente [28,86]. 
Recentemente, o desenvolvimento e aplicação de novas tecnologias genómicas 
têm permitido a descrição de assinaturas moleculares integradas em modelos de 
prognóstico e preditivos de resposta à terapêutica. Nomeadamente, o projeto The 
Cancer Genome Atlas (TCGA), para além de confirmar a importância dos genes BRCA 
na sobrevivência das doentes com carcinoma seroso do ovário, permitiu descrever 
uma assinatura transcricional associada ao prognóstico [87]. Outros estudos 
propuseram ainda variadas assinaturas moleculares, nomeadamente o modelo 
prognóstico CLOVAR, no qual se destaca a assinatura de 23 genes envolvidos na 
reparação dos danos no DNA induzidos pelos platinos, que são preditivos da resposta 
à terapêutica nos carcinomas serosos do ovário [88].  
 
 
1.2.8. Tratamento 
1.2.8.1. Tratamento de primeira linha 
 
A estratégia terapêutica do carcinoma epitelial do ovário baseia-se na cirurgia 
de citorredução e estadiamento, seguida de quimioterapia adjuvante com platinos em 
associação com os taxanos [28,56]. A extensão da cirurgia é determinante para a 
sobrevivência e resposta à quimioterapia das doentes com CO, já que estes 
parâmetros variam significativamente dependendo do sucesso (cirurgia óptima ou 
sub-óptima) do ato cirúrgico [83].  
A terapêutica sistémica com agentes anti-neoplásicos assume um papel 
fundamental no tratamento desta neoplasia estando preconizada para a maioria das 
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situações, incluindo os estadios iniciais com critérios histopatológicos de mau 
prognóstico (FIGO IA/IB G3, FIGO IC, FIGO II ou histologia de células claras em 
qualquer estadio). Por outro lado, as doentes com CO em estadio IA ou IB G1 ou G2, 
desde que adequadamente estadiadas, apresentam um melhor prognóstico e podem 
ser submetidas a cirurgia sem necessidade de quimioterapia adjuvante [89-91] (Figura 
3). Para estas doentes, o prognóstico é positivo, com taxas de sobrevivência entre 80 
e 95% quando adotado o tratamento recomendado [92].  
As últimas décadas trouxeram avanços importantes no tratamento médico do 
CO. A associação do paclitaxel ao platino demonstrou prolongar quer a sobrevivência 
livre de progressão (SLP) quer a sobrevivência global (SG) nas doentes em estadios 
avançados quando comparada com os anteriores regimes de tratamento sem taxanos. 
A SG mediana nas doentes em que a cirurgia citorredutora não foi ótima (doença 
residual mínima >1 cm de diâmetro) foi de 37 meses para as doentes tratadas com 
paclitaxel e cisplatina e 25 meses para as que receberam ciclofosfamida e cisplatina 
[93]. Globalmente, a inclusão do paclitaxel no esquema de quimioterapia adjuvante 
resultou numa redução de 30% no risco de morte [93-95]. 
A recomendação atual para a quimioterapia de primeira linha a utilizar no CO 
epitelial, com exceção dos estadios precoces com critérios de baixo risco de 
recorrência, é a combinação de um platino (Cisplatina ou Carboplatina) com um 
taxano-Paclitaxel [28]. Assim, foi estabelecido como padrão de quimioterapia 
adjuvante primária na doença avançada, após cirurgia de citorredução, a combinação 
endovenosa de Paclitaxel (175 mg/m
2
) e Carboplatina (AUC 5-7.5), de 21/21 dias, por 
6 ciclos (Figura 3) [28,93,94,96-98].  
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Este esquema de tratamento é o standard há mais de 15 anos, e os ensaios 
clínicos realizados na última década para a introdução de um terceiro agente, como 
no ensaio clínico ICON-5/GOG182, não demonstrou qualquer melhoria na 
sobrevivência destas doentes [99]. Para as doentes que desenvolvam alergia ou 
toxicidade ao Paclitaxel, nomeadamente reações de hipersensibilidade ou 
neurotoxicidade, a combinação de Docetaxel/Carboplatina ou Doxorrubicina 
Lipossómica Peguilada/Carboplatina pode ser considerada como alternativa [97,100]. 
A combinação de Cisplatina e Paclitaxel é igualmente efetiva mas associada a maior 
toxicidade e menor comodidade na administração estando atualmente reservada para 
as doentes que desenvolveram reacções de hipersensibilidade à carboplatina [28,96]. 
  A adição de Bevacizumab, um anticorpo monoclonal anti-VEGF, está 
recomendada para doentes com CO avançado, com características de mau 
Figura 3. Fluxograma representativo das opções terapêuticas para o tratamento de primeira linha do 
carcinoma epitelial do ovário, com indicação do ensaio clínico que determinou a sua aprovação. 
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prognóstico (estadio IV ou resseção sub-óptima), devendo ser administrado 
concomitantemente com o Paclitaxel/Carboplatina (após o primeiro ciclo) e ser 
mantido após os 6 ciclos de quimioterapia. Relativamente à dose e duração da 
manutenção, os resultados não são claros embora um benefício similar seja obtido 
com a administração de 7,5 mg/kg e 15 mg/kg durante 12 e 15 meses, 
respetivamente [101,102]. Apesar de não estar recomendado nos Estados Unidos da 
América e não ser consistentemente utilizado na Europa, o Bevacizumab foi aprovado 
pela Agência Europeia do Medicamento (EMA) na dose de 15 mg/kg, 
concomitantemente com Carboplatina e Paclitaxel, durante 22 ciclos (15 meses) 
[28,101].  
Com o intuito de melhorar a eficácia do tratamento primário no CO, vários 
ensaios clínicos avaliaram a adição de um terceiro agente citotóxico (como 
Epirrubicina, Topotecano, Gemcitabina ou Doxorrubicina Lipossómica Peguilada) ao 
esquema de primeira linha, mas sem benefício em nenhum subgrupo de doentes 
tratadas com esses tripletos [28,54]. Adicionalmente, o ensaio japonês JGOG-3016 
avaliou o impacto de um esquema terapêutico dose-dense (Paclitaxel administrado 
semanalmente; 80mg/m
2
) na efetividade da quimioterapia para o CO. Os resultados 
foram promissores relativamente aos benefícios na SLP e SG embora associados com 
elevada toxicidade, sobretudo mielotoxicidade. Apesar de ser um ensaio com 
potencial impacto na prática clínica as diferenças farmacogenómicas entre as 
populações japonesas e caucasianas tornaram necessária a confirmação destes 
resultados para a população caucasiana. O estudo europeu MITO-7 não confirmou 
estes resultados em doentes caucasianas, não demonstrando benefício na SLP e SG 
com o regime de Carboplatina (AUC 2) e Paclitaxel (60 mg/m
2
) semanal [103]. Na 
ausência de novos dados, a administração dose-dense do Paclitaxel apenas poderá ser 
considerada como opção e não como standard [28].   
Evidências clínicas demonstram que, apesar da elevada taxa de resposta ao 
tratamento de primeira linha, uma grande parte das doentes com CO irá desenvolver 
recidiva da doença que, na maioria dos casos, é confinada à cavidade abdominal. Com 
base nesta característica particular, a administração intraperitoneal de quimioterapia 
foi associada com melhoria na SLP e SG em estudos randomizados de fase III (GOG 
104, 114 e 172), em associação com a quimioterapia endovenosa [104,105]. No 
entanto, este tratamento não é amplamente utilizado na prática clínica devido à sua 
elevada toxicidade [28]. A quimioterapia administrada diretamente na cavidade 
abdominal pode ser também realizada no ato operatório, usando a técnica HIPEC 
(quimioterapia intraperitoneal hipertérmica). A justificação para a utilização desta 
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última abordagem terapêutica tem por base os estudos que demonstraram que altas 
temperaturas permitem ultrapassar a resistência à cisplatina, assistindo-se a um 
aumento da penetração e acumulação celular deste fármaco quando administrado 
intraperitonealmente em associação à hipertermia [106]. Apesar de representar uma 
estratégia promissora, o uso de HIPEC permanece controverso, aguardando-se o 
resultado de ensaios clínicos em curso.  
Relativamente à quimioterapia neoadjuvante no CO, inúmeros estudos tem 
demonstrado que a mesma é viável para doença avançada (estadio IIIC - IV), em que 
a doença é considerada irressecável ou não é possível a citorredução primária ótima 
pela extensão da doença e/ou por comorbilidades que aumentam o risco cirúrgico 
[80]. A realização de quimioterapia neoadjuvante está associada a algumas 
vantagens, incluindo a redução do tamanho e extensão do tumor, aumento da taxa 
de citorredução óptima, possibilita uma cirurgia menos extensa e com menor 
morbi/mortalidade, melhora o performance status das doentes antes da cirurgia e 
permite avaliar a quimiossensibilidade do tumor. A quimioterapia a aplicar deverá 
basear-se em platinos (frequentemente numa associação Paclitaxel/Carboplatina) e 
não está preconizado realizar mais do que 3 a 4 ciclos para evitar a emergência de 
clones resistentes [28,54,80].  
A avaliação de resposta à quimioterapia é efetuada por TC segundo os critérios 
de RECIST, complementada pela medição sérica do CA 125, seguindo os critérios do 
Gynecologic Cancer InterGroup (GCIG) [107].  
 
 
1.2.8.2. Tratamento da recorrência 
 
A estratégia de cirurgia de ressecção máxima combinada com quimioterapia 
adjuvante permite obter remissão clínica completa em cerca de 75% dos casos de 
carcinoma epitelial do ovário. No entanto, após 12 a 18 meses, aproximadamente 
75% destas doentes desenvolve doença recorrente havendo necessidade de instituir 
terapêutica de segunda linha, sendo a recidiva de CO definida de acordo com o 
intervalo livre de progressão após o fim do tratamento inicial (Figura 4) 
[28,74,96,108-110].  
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O prognóstico e a probabilidade de resposta à terapia de segunda-linha (e 
subsequentes linhas) dependem do intervalo livre de progressão após o último ciclo 
da linha anterior de quimioterapia. Esta categorização define “platino-refratário” 
doentes com progressão durante a terapia ou nas 4 semanas após o último ciclo; 
“platino-resistente” cuja progressão se verifica nos 6 meses após a terapia à base de 
platinos; “parcialmente sensível” em que a progressão ocorre entre os 6 e os 12 
Figura 4. Fluxograma representativo das opções terapêuticas disponíveis para o tratamento do 
carcinoma epitelial do ovário recorrente, definida de acordo com o intervalo livre de platinos 
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meses; “platino-sensível” cuja progressão ocorre num intervalo superior a 12 meses 
[111]. Deverá ser ressalvado que estas categorias são baseadas em estudos 
observacionais e que a categorização é probabilística, com a probabilidade de 
resposta a ser uma variável contínua. Para além disso, a categoria “platino-
resistente/refratário” compreende doentes cuja doença recorre após uma ou várias 
linhas de tratamento.  
O comportamento biológico dos tumores nestes grupos pode ser bastante 
variável, com diferentes taxas de resposta e distribuição de sintomas com diferentes 
necessidades de tratamento. Se a recidiva ocorre seis meses após se ter completado 
a quimioterapia de primeira linha, dever-se-á realizar um regime terapêutico com base 
em platinos, uma vez que a doença é considerada platino-sensível. Para as doentes 
com recidiva sensível aos platinos existem diversas estratégias terapêuticas 
disponíveis pelo que, uma vez que este fenómeno pode ocorrer repetidamente, 
permite a seleção de diferentes combinações terapêuticas [28]. Contudo, o intervalo 
de tempo até à recidiva seguinte será progressivamente mais curto até que o tumor 
se torne virtualmente resistente a estes agentes [74]. 
A re-administração de platinos está associada a uma taxa de resposta a rondar 
os 30%, sendo que esta é tanto maior quanto maior o intervalo livre de progressão 
registado. As opções de tratamento disponíveis para a recidiva do CO sensível à 
platina baseiam-se, idealmente, na escolha de um regime de associação de platinos 
com Paclitaxel, Gemcitabina (com ou sem Bevacizumab) ou ainda com Doxorrubicina 
Lipossómica Peguilada [112-116] (Figura 4). A opção terapêutica a selecionar deverá 
ter em conta o perfil de toxicidade de cada um dos esquemas, as toxicidades residuais 
dos regimes prévios e as preferências da própria doente.  
A administração de Bevacizumab em combinação com a 
Carboplatina/Gemcitabina, seguida de manutenção até à progressão ou toxicidade, 
foi aprovada pela EMA como tratamento de primeira linha da recidiva platino-sensível 
(em doentes naive de Bevacizumab), estando associado a melhorias na SLP embora 
sem impacto na SG [28,117].  
Doentes com intervalo livre de progressão entre os 6 e 12 meses, consideradas 
como parcialmente sensíveis, beneficiam ainda de terapêutica de segunda linha 
baseada em platinos embora com menor efeito terapêutico (Figura 4). Para estas 
doentes o uso de Trabectidina associada à Doxorrubicina Lipossómica Peguilada 
poderá também ser uma opção, de acordo com os resultados do estudo OVA 301, 
provavelmente pelo restabelecimento da sensibilidade aos platinos devido ao 
prolongamento artificial do intervalo livre de platinos [28,118]. No entanto, em 
 - 43 - 
 
Portugal, atualmente a Trabectidina está aprovada apenas em doentes com 
antecedentes de hipersensibilidade aos platinos.  
Nas recidivas em que o intervalo livre de doença for inferior a seis meses, o 
tumor é definido como resistente aos platinos devendo-se instituir outro esquema de 
tratamento, estando preconizado regimes de monoterapia [28,95,119]. A terapêutica 
das doentes com CO platino-resistente/refratário visa essencialmente a qualidade de 
vida e controlo de sintomas sendo, geralmente, associado a mau prognóstico com 
uma SG reduzida (geralmente inferior a 12 meses) [28]. A cirurgia como alternativa 
terapêutica nestes casos deverá ser ponderada apenas na necessidade de paliação de 
sintomas. Esquemas de monoterapia com Paclitaxel (preferencialmente semanal), 
Doxorrubicina Lipossómica Peguilada, Gemcitabina, Topotecano, entre outros, 
demonstraram taxas de resposta semelhantes (não superiores a 15%) e SLP entre 3 a 
4 meses [28,120-127]. Assim, a opção por um destes fármacos deverá ser tomada 
com base nas terapêuticas previamente realizadas, perfis de toxicidade, conveniência 
de administração, custos e opção da doente. Os esquemas terapêuticos de 
combinação não melhoraram significativamente as taxas de resposta nem a 
sobrevivência para a doença platino-resistente, quando em comparação com 
esquemas de monoterapia, acrescentando toxicidade [28,95].   
Recentemente, foram alcançados resultados promissores com tratamentos 
biológicos de manutenção, nomeadamente com agentes anti-angiogénicos 
(Bevacizumab, Pazopanib e Trebananib) e com inibidores da PARP (Poly(ADP-ribose) 
Polymerase; Olaparib, Niraparib, Rucaparib) [128]. O Bevacizumab foi o primeiro anti-
angiogénico a demonstrar benefício clínico na recidiva platino-sensível e platino-
resistente, concomitantemente com quimioterapia e como terapêutica de 
manutenção. Tal como anteriormente referido, de acordo com os resultados 
publicados no ensaio OCEANS, a EMA aprovou a associação do Bevacizumab com 
Carboplatina/Gemcitabina para doentes com recidiva do CO sensível aos platinos, 
desde que não tenham sido previamente submetidas a este anti-angiogénico [117].  
 De acordo com os resultados publicados no estudo AURELIA, a adição de 
Bevacizumab à quimioterapia (Paclitaxel semanal, Doxorrubicina Lipossómica 
Peguilada ou Topotecano) de doentes com CO platino-resistente (submetidas 
previamente até duas linhas terapêuticas) demonstrou estar associada com um 
aumento na SLP, nas taxas de resposta avaliadas pelo RECIST e qualidade de vida, 
embora sem evidência de impacto na SG [129]. Assim, o uso de Bevacizumab pode 
ser uma alternativa neste subgrupo de doentes até ao desenvolvimento de toxicidade 
ou progressão (Figura 4).  
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Para além do Bevacizumab, é ainda referenciado como terapêutica alvo na 
recorrência de CO o Olaparib. Este agente surge como o primeiro inibidor PARP a ser 
autorizado pela EMA para tratamento de manutenção do CO recorrente em doentes 
portadoras de mutações nos genes BRCA, com resposta parcial ou completa à 
quimioterapia baseada em platinos. Os resultados obtidos demonstraram uma 
extensão de 6,9 meses na SLP nas doentes portadoras de mutações BRCA tratadas 
com Olaparib (11,2 versus 4,3 meses; HR, 0,18; 95% CI, 0,10-0,31; P < 0,0001) 
embora o impacto relativamente à SG não seja positivo [130]. As taxas de resposta a 
esta terapia estão relacionadas com o intervalo livre de platinos, sendo de 69,2%, 
45,8% e 23,1% para a doença sensível, resistente e platino-refratária, respetivamente 
[131]. A administração de Olaparib permite adicionalmente estender o tempo até uma 
terapia subsequente, sugerindo que o tratamento com este agente não afeta de forma 
adversa o tratamento da recorrência.  
O tratamento da recidiva do CO não tem intuito curativo, embora algumas 
doentes apresentem sobrevivências prolongadas com várias remissões da doença, 
obtendo benefício clínico com múltiplas linhas de tratamento. A escolha do tipo e 
duração do tratamento na recidiva é influenciada por vários fatores, alguns deles 
dependentes da própria doença (tipo e localização da recorrência, possibilidade de 
tratamento cirúrgico, resposta e duração da mesma à quimioterapia anterior) e outros 
inerentes ao doente (vontade, performance status e toxicidade residual de 
tratamentos anteriores). A duração ótima do tratamento da recorrência ainda não se 
encontra estabelecida na medida em que alguns estudos indicam a realização máxima 
de 6 ciclos de quimioterapia, à semelhança do tratamento adjuvante, enquanto 
outros, sobretudo aqueles que incluem outro tipo de fármacos, permitem tratamento 
até progressão ou toxicidade [95].  
Com a existência de várias alternativas de tratamento que permitem 
abordagens sequenciais e da emergência de novas terapêuticas dirigidas, na maioria 
bem toleradas, é possível efetuar regimes terapêuticos mais prolongados associados 
a um controlo sintomático importante e com impacto positivo na qualidade de vida. 
Na prática clínica, na ausência de toxicidade limitante, o tratamento poderá e deverá 
ser mantido até ser atingida resposta máxima. Idealmente, os cuidados paliativos 
deveriam ser iniciados, concomitantemente com terapêuticas antineoplásicas, sempre 
que a sobrevivência esperada seja inferior a 6 meses [132].  
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1.2.8.3. Abordagens terapêuticas emergentes 
 
A combinação de platinos e taxanos é considerada um marco no tratamento 
do CO avançado, permanecendo ainda hoje como terapia de primeira linha standard. 
Contudo, a melhoria das taxas de resposta à quimioterapia revelou-se desapontante, 
pelo que a introdução de novas estratégias de tratamento na recorrência foi 
determinante para aumentar a sobrevivência a longo prazo. A recente adoção de 
terapias moleculares com agentes dirigidos à inibição da angiogénese e reparação do 
DNA surge como um avanço no tratamento médico desta neoplasia, com vista a 
retardar a progressão e o re-tratamento com quimioterapia [83]. Inclusivamente, a 
publicação de resultados positivos com a utilização do Bevacizumab, quer no 
tratamento de primeira linha quer na doença recorrente sensível e resistente aos 
platinos, foi a prova de conceito da importância da inibição da angiogénese no 
sucesso do tratamento do CO [101,117,129].  
Relativamente à inibição da reparação do DNA, foi inicialmente sugerido que 
os inibidores da PARP, uma enzima envolvida na resposta às quebras de cadeia 
simples no DNA, poderiam ser utilizados de forma a potenciar o efeito da 
quimioterapia [133]. Contudo, a observação de que a sobrevivência das células 
tumorais com mutações homozigóticas nos genes BRCA1 e BRCA2 é 
significativamente menor perante a utilização de inibidores PARP levou ao 
desenvolvimento de uma nova estratégia terapêutica para CO [134,135]. O racional 
molecular para esta associação tem por base o facto de células com proteínas BRCA 
defetivas não serem capazes de reparar quebras de cadeia dupla no DNA pela via da 
recombinação homóloga (HR, Homologous Recombination), dependendo de outras 
vias para reparar os danos, nomeadamente da via por excisão de bases (BER, Base 
Excision Repair) na qual a PARP está envolvida. Nesta via, a PARP tem como função 
detetar a existência de quebras de cadeia simples e ativar proteínas efetoras para que 
ocorra a reparação dos danos. Desta forma, deficiências na HR (HRD, Homologous 
Recombination Deficiency), como na presença de mutações nos BRCA, em 
concomitância com a inibição da PARP resulta na morte celular devido à acumulação 
excessiva de danos não-reparados. Este fenómeno é designado por letalidade 
sintética e ocorre quando dois defeitos não letais são combinados culminando na 
morte celular [135]. A ocorrência deste mecanismo é ainda valorizada pela capacidade 
de proteção contra a toxicidade dos inibidores uma vez que as células não tumorais 
são capazes de reparar os danos pela via HR sendo, por isso, menos suscetíveis à 
ocorrência de eventos adversos.  
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À medida que o conhecimento genético e molecular tem vindo a aumentar, os 
estudos com inibidores da PARP estão a tornar-se abrangentes de forma a incluir um 
maior grupo de tumores do ovário. De acordo com os dados publicados pelo projeto 
TCGA, a presença de mutações nos genes BRCA é identificada em cerca de 20% dos 
carcinomas serosos de alto grau e cerca de 50% destes tumores apresentam fenótipo 
HRD positivo, mesmo na ausência de história familiar de cancro da mama/ovário 
[87,133].  
Para além dos excelentes resultados obtidos com o tratamento com Olaparib 
no subgrupo de doentes portadores de mutações BRCA, o estudo publicado 
Ledermann et al (2014) também demonstrou que a inibição da PARP é efetiva no 
grupo de doentes BRCA wild-type, embora numa menor extensão, aumentando o 
tempo de SLP (7,4 versus 5,5 meses; HR, 0,54; 95% CI, 0,34-0,85; P = 0,0075) [130]. 
Os resultados promissores atingidos com o Olaparib estimularam o desenvolvimento 
de novos inibidores da enzima PARP, incluindo o Niraparib e o Rucaparib [136,137]. 
Os ensaios clínicos de manutenção a serem desenvolvidos com ambos os agentes 
estão a incluir doentes BRCA wild-type de forma a testar o efeito dos inibidores da 
PARP nesta população, incorporando adicionalmente um teste molecular para HDR. 
Nomeadamente, para doentes com recorrência sensível aos platinos, a duração média 
da SLP é significativamente superior para os doentes sujeitos a Niraparib, quando 
comparado com o placebo, independentemente da presença/ausência de mutações 
germinativas nos BRCA ou status HRD [137].  
 Para além disso, os ensaios clínicos a serem desenvolvidos avaliam não só o 
impacto dos inibidores PARP na manutenção da recorrência, como no ensaio SOLO2, 
mas também como estratégia de manutenção no tratamento de primeira linha, como 
no SOLO1. Adicionalmente, o ensaio GOG 3005 avalia a adição do inibidor da PARP 
Veliparib com a terapia de primeira linha (Carboplatina/Paclitaxel) bem como a sua 
adição à quimioterapia e posterior manutenção.  
Foi colocada ainda a hipótese de uma possível sinergia entre a utilização de 
inibidores PARP e inibidores de outras vias de sinalização, como os anti-angiogénicos. 
De facto, estudos pré-clínicos demonstraram um efeito aditivo na associação de 
inibidores destas duas vias uma vez que a hipoxia conduz à diminuição da expressão 
de proteínas de reparação do DNA, aumentando desta forma a sensibilidade para os 
inibidores PARP [138,139]. Assim, um ensaio clínico de fase I combinou um inibidor 
do domínio tirosina cinase do receptor VEGF, o Cediranib, com o Olaparib, atingindo 
uma taxa de resposta objetiva de 44% na doença recorrente [140]. Os resultados deste 
estudo potenciaram o desenvolvimento de um estudo randomizado de fase II, no qual 
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foi observada um aumento da SLP e da taxa de resposta objetiva para a combinação 
Cediranib/Olaparib quando comparado com o Olaparib isoladamente (17,7 versus 9,0 
meses; HR, 0,42; 95% CI, 0,23-0,76; P = 0,005 e 79,6% versus 47,8%; OR, 4,24; 95% 
CI, 1,53-12,22; P = 0,002) em doentes com recorrência sensível aos platinos [141]. 
Embora os resultados apresentados neste estudo devam ser interpretados com 
precaução, pelo baixo número de doentes recrutados, os resultados são de elevado 
interesse ao sugerirem uma ação sinérgica na utilização concomitante de inibidores 
da angiogénese/reparação do DNA. Desta forma, inúmeros ensaios clínicos que 
explorem estas vias encontram-se em desenvolvimento, quer isoladamente quer em 
combinação, para terapia de primeira linha ou manutenção, com a perspetiva de 
estender as oportunidades para o tratamento do CO.  
 
 
1.2.9. A Farmacogenómica aplicada ao tratamento do carcinoma do ovário 
Na prática clínica da Oncologia Médica, observa-se uma grande 
heterogeneidade da resposta e toxicidade aos agentes anti-neoplásicos. Existem 
subgrupos de doentes que, apesar de se apresentarem num estadio precoce da 
doença, possuem elevado risco de progressão tumoral. Nestes casos, a cirurgia e os 
fatores de prognóstico clássicos não permitem prever corretamente o comportamento 
biológico destes tumores. Torna-se, por isso, fundamental a pesquisa de novos 
marcadores de prognóstico biológicos, capazes de identificar as doentes numa fase 
inicial da doença, mas com risco de progressão e metastização. Para este grupo, uma 
terapia dirigida poderia ser selecionada mais precocemente. De igual forma, a 
administração da mesma dose de um citostático numa população de doentes resulta 
numa diversidade de toxicidade que vai desde a inocuidade até ao surgimento de 
eventos letais [108]. 
O tratamento sistémico do CO envolve citotóxicos convencionais, quer no 
tratamento (neo)adjuvante quer em contexto paliativo. A maioria dos tumores do 
ovário responde à quimioterapia à base de platinos mas a duração da resposta é 
bastante variável e frequentemente insatisfatória. Na atual era da terapêutica 
individualizada, e tendo em atenção a heterogeneidade do CO, deverão ser 
investigados biomarcadores que permitam identificar as doentes que mais irão 
beneficiar de determinando tratamento. Algumas doentes com CO não apresentam 
resposta ao tratamento sistémico e, a grande maioria, recidiva após uma resposta 
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inicial, pelo que a investigação de mecanismos de resistência intrínseca ou adquirida 
alcançou mais importância pela possibilidade de intervenção farmacológica [142].  
A falha no sucesso das estratégias terapêuticas levou à realização de estudos 
genómicos, como o desenvolvido pelo projeto TCGA, para determinar o impacto de 
alterações genómicas e epigenómicas e, assim, identificar marcadores moleculares 
com influência no outcome clínico e possíveis alvos terapêuticos para o carcinoma do 
ovário. Uma das grandes conclusões obtidas com o projeto TCGA é a presença de 
HRD em cerca de 50% dos carcinomas serosos de alto grau, podendo representar um 
subgrupo com benefício no tratamento com inibidores PARP [87]. De facto, a presença 
de mutações nos genes BRCA e um fenótipo HRD positivo é fator preditivo benéfico 
no tratamento das doentes com inibidores da PARP, existindo, pela primeira vez, uma 
terapia personalizada para o CO definida por um biomarcador genético [130].  
As mutações BRCA são atualmente reconhecidas como biomarcadores 
prognósticos e preditivos. Doentes portadoras destas mutações apresentam uma 
melhor resposta à quimioterapia (à base de platinos, não-platinos e intraperitoneal) 
e, consequentemente, melhores taxas de SLP e SG. Como biomarcadores preditivos, 
estão associados com a resposta aos inibidores da PARP, nomeadamente Olaparib e 
Niraparib [130,137]. Dados preliminares das mutações BRCA como biomarcadores 
preditivos de resposta foram também publicados para outros agentes como 
Doxorrubicina Lipossómica Peguilada e Trabectidina [143,144]. 
As implicações destes avanços ainda são preliminares uma vez que o teste 
genético para mutações BRCA deverá ser generalizado para todas as doentes com 
tumores não-mucinosos, independentemente da idade ou história familiar. O teste 
deverá ser realizado ao diagnóstico, uma vez que fornece informação sobre a 
probabilidade de resposta à quimioterapia, e incorporado de forma sistemática na 
prática clínica para que as doentes com CO possam beneficiar de uma estratégia 
terapêutica individualizada [83].  
Contudo, embora as mutações BRCA e o status HRD possam fornecer 
informações importantes relativamente à magnitude do benefício da terapia dirigida, 
estes biomarcadores podem não ser exclusivos na determinação da probabilidade de 
resposta e sensibilidade/resistência aos fármacos. Assim, novos marcadores 
genéticos e moleculares deverão ser explorados e uma melhor definição de HRD 
deverá ser introduzida para distinguir subgrupos de resposta à terapia.  
Até à data, para além das mutações BRCA e do status HRD, a sensibilidade aos 
platinos permanece o melhor “biomarcador” de resposta aos inibidores PARP. A 
sensibilidade aos platinos correlaciona-se com a HRD e tumores sensíveis aos platinos 
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são mais responsivos aos inibidores da PARP que os tumores platino-resistentes, 
independentemente da informação genética referida [83,133]. Assim, a administração 
de inibidores PARP poderá ser encarada como uma possibilidade para toda a 
população de doentes com CO que respondam ao tratamento à base de platinos.   
Assim, os estudos farmacogenómicos assumem uma grande importância nas 
políticas de saúde atuais onde os custos e o tratamento individualizado pretendem 
ser os seus pilares [14,15]. Em suma, a identificação da terapêutica sistémica ótima 
para cada doente passa pelo melhor conhecimento das características biológicas e 
clínicas dos tumores do ovário assim como de alterações genéticas e moleculares 
específicas de cada doente de forma a estabelecer biomarcadores com valor 
prognóstico e preditivo de resposta ao tratamento.  
O CO é amplamente caracterizado pela sua heterogeneidade, com uma 
variedade de subtipos distintos na biologia e na taxa de resposta às estratégias 
terapêuticas. Desta forma, atingir uma estratégia de terapêutica individualizada só 
será possível através da identificação de biomarcadores exequíveis, validados e 
reprodutíveis na prática clínica, que permitam prever a probabilidade de resposta a 
determinado tratamento [16,145-147].  
A descodificação do genoma Humano tornou evidente que os polimorfismos 
genéticos são a principal fonte de variabilidade individual. As alterações mais comuns 
no genoma consistem na variação estável de apenas um nucleótido em loci específicos 
do DNA, designados por single nucleotide polymorphisms (SNPs). Estas variações 
estão presentes em, pelo menos, 1% da população sendo que cada indivíduo é 
portador de um vasto grupo de SNPs que lhe confere um património genético único 
e individual [12,13,16,17]. No genoma humano estão identificados mais de 6 milhões 
de SNPs, podendo ocorrer em qualquer região do genoma [148,149].  
Para além da importância dos SNPs na definição de grupos de risco para o 
desenvolvimento neoplásico e de grupos com significado prognóstico, estas variações 
poderão também modular a resposta a determinado tratamento. Assim, indivíduos 
com o mesmo diagnóstico e submetidos ao mesmo esquema terapêutico poderão 
apresentar respostas terapêuticas distintas, ausência ou até desenvolvimento de 
toxicidades.  
 Por isso, a identificação de biomarcadores preditivos poderá auxiliar na 
definição e estabelecimento de um perfil farmacogenómico de forma a individualizar 
a terapia com base no perfil genético individual [11,15,16]. Idealmente, de acordo 
com os resultados dos testes genéticos germinativos, a farmacogenómica poderá ser 
uma ferramenta útil na prática clínica na medida em que poderá melhorar a eficácia, 
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reduzir toxicidade e prever não-respondedores. Desta forma, será possível a seleção 
de terapias alternativas ou a realização de ajustes de dose, com importante impacto 
nos custos de saúde associados [15,16,150].  
Até à data, o sucesso da farmacogenómica tem-se revelado transversal a todos 
os campos da Medicina embora a aplicação desta área possa ser de particular 
relevância para a Oncologia Médica. Os agentes citotóxicos utilizados geralmente 
afetam tanto células tumorais como não-tumorais e, por isso, apresentam um narrow 
therapeutic index, com potencial para a toxicidade. Assim, compreender o efeito do 
património genético individual, aliado ao conhecimento da biologia molecular dos 
tumores, será uma estratégia promissora para formular decisões terapêuticas mais 
adequadas e eficazes. Por isso, a incorporação da informação genética, 
nomeadamente de mutações e polimorfismos funcionais, em modelos clínicos 
integrados poderá ser uma abordagem relevante na definição de biomarcadores de 
prognóstico e preditivos do tratamento [11,15,16].  
 
  
1.2.9.1. Metabolismo dos fármacos e polimorfismos genéticos – o modelo das 
Glutationa S-Transferases  
A maioria dos xenobióticos, como os agentes terapêuticos, é de natureza 
lipofílica, o que facilita a passagem destes compostos através das membranas 
celulares e o acesso aos locais de ação. No entanto, para que sejam facilmente 
excretáveis pelo organismo, os compostos precisam de sofrer uma transformação 
enzimática, para adquirirem caraterísticas hidrofílicas, num processo designado por 
biotransformação [151]. Este processo ocorre preferencialmente a nível hepático, 
resultando num aumento na capacidade de excreção dos metabolitos a nível renal e 
biliar. Atendendo à capacidade de reduzir a acumulação dos metabolitos a níveis 
tóxicos no organismo, o processo de biotransformação é essencial na manutenção da 
homeostase celular [151-153].  
A biotransformação é catalisada por um vasto grupo de enzimas 
metabolizadoras, num processo geralmente dividido em três fases. As reações de 
Fase I envolvem a funcionalização dos metabolitos, isto é, a introdução ou exposição 
de grupos funcionais através de reações de oxidação, redução ou hidrólise. De uma 
forma geral, os metabolitos resultantes são intermediários reativos e/ou espécies 
reativas capazes de provocar danos nos tecidos, sendo geralmente mais tóxicos ou 
 - 51 - 
 
carcinogénicos que o composto inicial [152]. As enzimas do citocromo P450 (CYP) 
são um dos grupos de enzimas envolvidas nas reações de Metabolismo Fase I.  
As reações de Metabolismo de Fase II convertem os metabolitos intermediários 
da Fase I em produtos finais, cuja molécula resultante é geralmente menos ativa e 
mais hidrofílica que o seu precursor, facilitando a sua posterior excreção [151]. Nesta 
etapa, são características as reações de conjugação ou adição de compostos 
endógenos bem como metilação ou acetilação. A Glutationa S-transferase (GST) é um 
exemplo de enzima envolvida nesta fase. As reações de Fase I e II ocorrem 
essencialmente a nível hepático embora a expressão destas enzimas seja detetada 
em diversos tecidos [152].  
A última fase, a Fase III, é caraterizada pela absorção, distribuição e excreção 
dos metabolitos [151]. As enzimas participantes nesta fase são expressas em muitos 
tecidos, como o fígado, intestino, rins e cérebro. Uma fração das enzimas 
transportadoras diz respeito à família enzimática ABC (Adenosine triphosphate-
binding cassete) [152].  
As três fases que caraterizam o processo de biotransformação são 
independentes e não necessitam de ser sequenciais, embora seja necessário que este 
processo seja altamente regulado de forma a minimizar a presença de metabolitos 
reativos ou tóxicos [152].  
Tal como referido, as GST são uma família de enzimas metabolizadoras de Fase 
II, que contribuem para a destoxificação ao mediarem a conjugação da glutationa com 
uma vasta gama de compostos tóxicos eletrofílicos, nomeadamente agentes 
citotóxicos como os platinos [152,154,155]. Os metabolitos associados à glutationa 
resultantes apresentam uma solubilidade aumentada, o que facilita a sua excreção, 
levando, assim, à diminuição da quantidade de metabolitos intracelulares livres. Desta 
forma, evita-se a exposição celular à ação reativa e tóxica de vários compostos 
exógenos e endógenos, muitos deles resultantes da ação das enzimas CYP [152]. As 
GST são expressas na maioria dos tecidos, encontrando-se em maior concentração no 
fígado, intestino, testículos, supra-renais e pulmões, localizando-se 
preferencialmente no citoplasma (>95%) e no retículo endoplasmático (<5%). Existem 
oito classes de GST designadas por: alfa (α), mu (μ), pi (π), teta (θ), kapa (κ), sigma 
(σ), zeta (ζ) e omega (Ω) [156,157].  
Por estarem envolvidas na metabolização de agentes anti-neoplásicos e 
carcinogénios, as enzimas GST parecem desempenhar uma função na resistência a 
multidrogas, pela ligação direta aos agentes farmacológicos e/ou remoção destes da 
célula, bem como desempenham um importante papel na libertação de radicais livres, 
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devido à sua atividade peroxidase dependente da glutationa, a qual defende as células 
dos efeitos deteriorantes do stress oxidativo [156].  
Os platinos (cisplatina, carboplatina e oxaliplatina) apresentam um mecanismo 
de ação semelhante aos agentes alquilantes pela capacidade de se ligarem de forma 
covalente ao DNA e levar à formação de adutos inter e intra-cadeia (Figura 5). Os 
danos introduzidos pelos agentes platinos apresentam uma multiplicidade de efeitos 
celulares, incluindo alterações na conformação da cadeia de DNA, impedindo os 
processos de replicação e transcrição, causando, em última instância, quebras na 
cadeia de DNA [74,158,159]. O reconhecimento destes danos leva à ativação dos 
mecanismos de reparação do DNA, promovendo a paragem do ciclo celular de forma 
a que os danos sejam reparados. Contudo, se a extensão dos danos for excessiva e 
superior à capacidade de reparação celular, os mecanismos de morte celular 
programada (apoptose) são posteriormente ativados [145]. Adicionalmente, os 
agentes platinos apresentam capacidade de interagir não só com a molécula de DNA 
mas também com outras moléculas bioativas, nomeadamente RNA e proteínas, e 
alguns organelos celulares, como as mitocôndrias, envolvidas no processo de 
apoptose.  
 
 
O desenvolvimento de resistência à terapia não se encontra completamente 
elucidada e numerosos estudos são realizados de forma a compreender os 
mecanismos biológicos responsáveis pela aquisição de fenótipos de resistência. 
Figura 5. Mecanismos de ação dos platinos (adaptado de Hildebrandt, 2009). 
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Concretamente, evidências moleculares apontam para que a resistência aos platinos 
possa ocorrer pela diminuição da acumulação da droga no meio intracelular, pela 
destoxificação dos compostos através da sua conjugação, pelo desenvolvimento de 
tolerância aos produtos de DNA alterados pelo platino ou pela reparação dos danos 
no DNA [160]. 
Como já foi referido, as GST promovem a destoxificação dos platinos, pela sua 
conjugação com a glutationa, protegendo as células dos danos celulares provocados 
por estes compostos [161]. Tendo em conta o papel das GST na destoxificação dos 
agentes citotóxicos, polimorfismos genéticos que alterem ou condicionem a atividade 
destas enzimas poderão apresentar um importante impacto na resposta terapêutica 
a estes agentes. Em particular, uma via de atividade das GST aumentada pode resultar 
numa rápida metabolização e excreção dos agentes terapêuticos, diminuindo a 
concentração celular e o potencial citotóxico dos agentes de platinos nas células 
tumorais e, assim, conduzir para uma resposta terapêutica desfavorável [108,162-
164]. Desta forma, a sobre-expressão das GST poderá estar relacionada com o 
desenvolvimento de fenómenos de resistência inata ou adquirida aos derivados de 
platinos [165,166].  
Uma percentagem significativa de indivíduos é portador de polimorfismos 
genéticos funcionais em dois dos genes que codificam enzimas GST (GSTM1 e GSTT1), 
apresentando uma distribuição étnica variável [155,162,167-169]. A expressão da 
enzima GSTM1 está diretamente correlacionada com a presença intacta do gene 
GSTM1 (genótipo GSTM1-wild type (wt)) uma vez que a ausência da atividade desta 
enzima é o resultado de uma deleção de 15 kb que engloba a totalidade do gene 
(genótipo GSTM1-nulo). Consequentemente, os indivíduos com genótipo 
homozigótico GSTM1-nulo apresentam a ausência completa de atividade da enzima 
GSTM1, enquanto indivíduos com portadores de genótipo homozigótico GSTM1-wt 
são considerados como tendo atividade referência desta enzima [155,170-173]. Em 
populações caucasianas, a frequência do genótipo GSTM1-nulo varia entre 42 e 60% 
[169,174]. O gene GSTT1 apresenta igualmente um polimorfismo funcional que leva 
à ausência de expressão e atividade da enzima GSTT1 (genótipo GSTT1-nulo) 
[173,175]. Encontra-se descrita uma variação entre 13 e 26% de portadores da deleção 
homozigótica do gene GSTT1 para a população caucasiana [169,174]. 
Embora os polimorfismos nos genes GSTM1 e GSTT1 sejam considerados como 
fatores de suscetibilidade para cancro, pela capacidade de metabolização de 
carcinogénios, inúmeros estudos têm sugerido o impacto de polimorfismos em GST 
na resposta ao tratamento citotóxico e desfecho clínico dos doentes, embora, até à 
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data, os resultados não sejam conclusivos [154,167,176-180]. Nesta tese são também 
apresentados os resultados de um estudo realizado em polimorfismos no gene 
CYP3A4, que codifica um enzima envolvida no Metabolismo de Fase I, como modelo 
complementar comparativo aos objetivos propostos com a realização deste trabalho 
[181].  
A escolha do CO como modelo de estudo farmacogenómico assentou no facto 
de ser uma neoplasia que cursa com elevada mortalidade não só pelo facto de ser 
diagnosticado em estádios avançados mas também pela existência de estádios 
precoces de mau prognóstico e pela importância da quimioterapia no tratamento 
desta doença, onde frequentemente se verificam respostas patológicas completas em 
doentes com tumores irressecáveis ao diagnóstico. O CO é considerado como um 
tumor quimiossensível, atingindo taxas de resposta à quimioterapia superiores a 80%, 
inclusivamente com taxas de resposta completas entre 40 a 60% para estadios 
avançados da doença. Paradoxalmente, apesar desta estratégia agressiva e a aparente 
eficácia do tratamento, cerca de 75% das doentes vão desenvolver recidiva da doença 
entre 12 e 18 meses, tornando-se candidatas para quimioterapia de segunda-linha 
[74,182]. Os tumores recorrentes podem ainda ser considerados como 
quimiossensíveis e as doentes podem ser re-submetidas a quimioterapia à base de 
platinos, com taxas de resposta diretamente proporcionais ao intervalo livre de 
tratamento, até à eventual emergência de doença resistente à terapia [183]. A elevada 
variabilidade no intervalo livre de progressão e a sua direta associação com a resposta 
aos platinos, juntamente com o facto de cerca de 20% das doentes com CO ser 
intrinsecamente resistente a estes compostos ao diagnóstico, levantaram a hipótese 
que o tratamento com quimioterapia no CO poderá estar limitado por significativas 
variações inter-individuais na resposta clínica [145-147,154,167,184,181,185-187]. 
Apesar da intensa investigação realizada no CO, a inexistência de um 
tratamento curativo ao diagnóstico, mesmo em tumores considerados como 
quimiosensíveis, continua a representar um desafio. Inúmeros esforços têm sido 
realizados de forma a tornar o CO curável, nomeadamente com a realização de vários 
ensaios clínicos com vista a aplicação de diferentes agentes citotóxicos, segundo 
doses e esquemas terapêuticos distintos, de forma a ultrapassar a quimioresistência 
observada à terapia de primeira-linha [17,108,142]. Apesar de todas as estratégias 
terapêuticas adotadas, as respostas clínicas permanecem reduzidas e apenas 
traduziram uma melhoria marginal na taxa de sobrevivência para estas doentes. Por 
isso, a seleção de terapias individualizadas para doentes com CO de acordo com o 
seu perfil genético poderá ser uma abordagem promissora. Num futuro próximo, o 
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desejado será alterar o paradigma do tratamento do CO com vista à adoção de opções 
individualizadas, passando de uma estratégia específica do órgão para uma estratégia 
dirigida ao alvo.  
 
 
1.3. Objetivos 
Este estudo teve como objetivo principal avaliar os polimorfismos genéticos 
das Glutationas S-Transferases como fatores de prognóstico e preditivos na resposta 
à quimioterapia em doentes com carcinoma epitelial do ovário.  
 
 
Objetivos específicos 
 
1. Caracterizar o padrão de apresentação clínico das doentes com carcinoma epitelial 
do ovário admitidas no Instituto Português de Oncologia do Porto (IPO-Porto), entre 
1996 e 2012; 
 
2. Avaliar indicadores clínicos nas doentes com carcinoma epitelial do ovário; 
 
3. Determinar a importância dos polimorfismos genéticos associados ao metabolismo 
na otimização da terapêutica, bem como na previsão de diferentes respostas clínicas; 
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 Apresentação clínica das doentes com carcinoma epitelial do ovário 
 
2.1.1. População 
 Foi analisada de forma retrospetiva uma série consecutiva de doentes com 
cancro epitelial do ovário, diagnosticadas entre janeiro de 1996 e dezembro de 2012, 
que foram tratadas e seguidas no IPO-Porto. A listagem das doentes foi obtida junto 
do RORENO. Foram excluídas as doentes que recorreram ao instituto para obter uma 
segunda opinião em relação ao seu tratamento oncológico ou para realizarem apenas 
técnicas específicas de tratamento (ex. HIPEC) e que depois continuaram o seu 
seguimento noutras instituições de saúde.  
 Utilizando um formulário estandardizado, foi registada a informação 
relativamente a fatores socio-demográficos, fatores de risco, características do tumor, 
tratamentos efetuados e a sua efetividade e sobrevivência. O sistema de estadiamento 
utilizado foi o de FIGO de 2006 [1].  
 
 
2.1.2. Avaliação da População 
 O objetivo primário da análise foi a sobrevivência global. A sobrevivência global 
foi definida desde a data de diagnóstico até à data de morte por cancro (morte 
específica por cancro) ou até 31 de outubro de 2016 (data de censura). A resposta ao 
tratamento e a sobrevivência livre de doença foram considerados objetivos 
exploratórios. Não foi realizada uma avaliação formal de resposta de forma prospetiva 
e, por isso, esta avaliação foi feita pelo médico assistente recorrendo à avaliação 
imagiológica ou pela cinética do CA125, utilizando os critérios de Rustin [2]. A 
sobrevivência livre de doença foi definida desde a data de diagnóstico até à data da 
primeira recidiva, nas doentes que obtiveram resposta completa à abordagem 
terapêutica inicial.  
 
 
2.1.3. Ética 
 O estudo foi submetido à Comissão de Ética da Instituição, tendo sido 
aprovado. Dado o caracter retrospetivo da análise e a inclusão de um período 
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temporal extenso, foi pedida a dispensa de necessidade de consentimento informado 
na população total do estudo. 
  
 
2.1.4. Análise Estatística 
 As características das doentes ao diagnóstico foram analisadas utilizando 
métodos descritivos. O tempo de seguimento foi calculado utilizando tabelas de 
sobrevivência. A probabilidade de sobrevivência foi demonstrada e analisada 
utilizando curvas de Kaplan-Meier e as respetivas tabelas de sobrevivência. O impacto 
prognóstico de algumas variáveis clínico-patológicas foi estudado a partir de um 
modelo de regressão de Cox.  
 Todos os testes estatísticos eram two-sided e a significância foi definida como 
P < 0.05. A análise estatística foi realizada com o Statistical Package for the Social 
Sciences versão 24.0 (SPSS Inc., Chicago, IL).  
 
 
2.1.5. Resultados 
Características da População 
 
 Entre janeiro de 1996 e dezembro de 2012 foram admitidas 1039 doentes com 
carcinoma epitelial do ovário. A idade média ao diagnóstico foi de 58,3 anos ± 13,9 
anos (mediana de 59 anos), das quais 64,5% eram pós-menopáusicas. A idade média 
da menarca foi de 13,3 anos (mediana de 13 anos) e a idade média de menopausa 
48,4 anos (mediana de 50 anos).  
Ao diagnóstico, 21,9% das doentes eram nulíparas. Relativamente à terapêutica 
hormonal de substituição, esta foi administrada em 7,4%, e a utilização de 
contracetivos orais foi verificada em 25,5% da população. A maioria das doentes (95%) 
não apresentava história de hábitos tabágicos. No que concerne à história familiar de 
cancro da mama e/ou ovário, esta foi referida em 12,2% das doentes. Em 6,8% foi 
também observada história pessoal de cancro da mama.  
 Ao diagnóstico, 60,1% das doentes apresentavam doença em estadio avançado 
(FIGO III/IV), 34,9% em estadio I e 5,0% em estadio II. Relativamente ao subtipo 
histológico, o carcinoma seroso foi o mais frequente (50,8%) (Tabela 2).  
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Tratamento  
 
 A cirurgia citorredutora completa foi efetuada em 48,7% da população 
enquanto que 15,6% e 22,6% das doentes apresentou doença residual < 2 cm e ≥ 2 
cm, respetivamente. Em 13,1% dos casos, o tumor foi considerado irressecável.  
 Foi efetuada uma estratificação para risco de recorrência em baixo risco 
(estadio IA/IB, G1/G2), alto risco (estadio IA/IB, G3/G4; IC; II ou células claras em 
qualquer estadio) e doença avançada (estadio III/IV) tendo-se verificado uma 
frequência de 12,3%, 23,6% e 60,1%, respetivamente. Os tumores borderline em 
estadio inicial representaram 4,0% do total (Tabela 2).  
 Na abordagem terapêutica, em 77,1% das doentes foi efetuada cirurgia 
citorredutora seguida de quimioterapia. A cirurgia como terapêutica isolada foi 
realizada em 14% das doentes, dado não apresentarem critérios para tratamento 
adjuvante. Em 4% dos casos, a abordagem inicial consistiu em quimioterapia 
neoadjuvante.  
 Em 34,6% das doentes o regime de quimioterapia utilizado foi Cisplatina e 
Paclitaxel, em 45% Carboplatina e Paclitaxel e 5,8% das doentes foram incluídas em 
ensaios clínicos.  
 Nesta população, 45,6% das doentes desenvolveram recidiva da doença. A 
persistência da doença foi observada em 6,8% dos casos. Na avaliação da 
sensibilidade aos platinos, 10,8% foram considerados refratários, 7,7% resistentes, 
6,8% parcialmente sensíveis e 60,1% sensíveis (Tabela 2). 
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Tabela 2. Características clinico-patológicas das doentes com carcinoma epitelial do ovário incluídas no 
estudo 
Parâmetro Clínico-Patológico % 
Estadiamento FIGO  
    Estadio I 34,9% 
    Estadio II 5,0% 
    Estadio III 41,2% 
    Estadio IV 18,9% 
Subtipo Histológico  
    Seroso 50,8% 
    Endometrióide 9,1% 
    Células Claras 7,7% 
    Mucinoso 15,4% 
    Carcinoma 13,1% 
    Mistos 2,2% 
    Outros 1,7% 
Grau de Diferenciação  
    Bem Diferenciado (G1) 24,3% 
    Moderadamente Diferenciado (G2) 24,8% 
    Pouco Diferenciado (G3) 41,1% 
    Indiferenciado (G4) 3,3% 
    Borderline 6,5% 
Extensão da Cirurgia  
    Completa 48,7% 
    Doença Residual < 2 cm 15,6% 
    Doença Residual ≥ 2 cm 22,6% 
    Doença Irressecável 13,1% 
Risco de Recorrência  
    Baixo Risco (IA/IB, G1/G2) 12,3% 
    Alto Risco (IA/IB, G3/G4; IC; II; células claras) 23,6% 
    Doença Avançada 60,1% 
    Borderline 4,0% 
Abordagem Terapêutica  
    Cirurgia seguida de Quimioterapia 77,1% 
    Cirurgia 14,0% 
    Quimioterapia 4,3% 
    Quimioterapia Neoadjuvante 4,0% 
    Tratamento Sintomático 0,6% 
Quimioterapia  
    Cisplatina e Paclitaxel 34,6% 
    Carboplatina e Paclitaxel 45,0% 
    Ensaio Clínico 5,8% 
    Não Realizada 14,6% 
Recidiva  
    Sim 45,6% 
    Não 47,6% 
    Persistência/Progressão da Doença 6,8% 
Sensibilidade aos Platinos  
    Sensível 60,1% 
    Parcialmente Sensível 6,8% 
    Resistentes 7,7% 
    Refratários 10,8% 
    Não Avaliável
*
 14,6% 
*Doentes que não realizaram quimioterapia 
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Sobrevivência 
  
 A sobrevivência global aos 5 anos foi de 51,1%, fixando-se em 40% para o 
tempo total de seguimento da série, perante a análise da curva de Kaplan-Meier 
(Figura 6).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Na Figura 7, está representada a sobrevivência livre de doença, a qual foi de 
53,4% aos 5 anos.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6. Curva de Kaplan-Meier para o tempo de sobrevivência global (morte específica por cancro) das 
doentes com carcinoma epitelial do ovário (tempo em meses).  
Figura 7. Curva de Kaplan-Meier para o tempo de sobrevivência livre de doença das doentes com 
carcinoma epitelial do ovário (tempo em meses). 
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Fatores de Prognóstico 
 
 A influência do estadiamento na sobrevivência está espelhado na Figura 8. A 
taxa de sobrevivência a 5 anos é de 89,3% e 79,8% para estadios precoces, ou seja, 
estadio I e II, respetivamente. Por outro lado, estadios avançados estão associados a 
pior prognóstico sendo a taxa de sobrevivência a 5 anos de 46,1% para o estadio III e 
13,3% para estadio IV, o que está de acordo com os dados publicados.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
O impacto da sensibilidade aos platinos está demonstrado na Figura 9. As 
doentes com doença platino-sensível apresentam taxas de sobrevivência de 86,2% aos 
5 anos, mantendo-se elevadas no seguimento a 10 anos (69,5 %) e 20 anos (64,5%).  
Na avaliação do tempo de sobrevivência aos 2 anos, as doentes portadoras de 
tumores parcialmente sensíveis apresentam uma tendência para melhor prognóstico 
(81,1%), face ao grupo de doentes platino-resistentes (58,1%) e platino-refratárias 
(31,4%). No entanto, na avaliação a longo prazo, o comportamento das doentes 
portadoras de tumores classificados como parcialmente sensíveis é semelhante ao 
grupo das doentes resistentes/refratárias aos platinos (Figura 9) demonstrando a 
importância da necessidade de investigação para uma melhor definição desta 
classificação. 
 
Figura 8. Curvas de Kaplan-Meier para o tempo de sobrevivência global (morte específica por cancro) 
das doentes com carcinoma epitelial do ovário, de acordo com o estadiamento FIGO (tempo em meses). 
 
Estadio I 
Estadio II 
Estadio III 
Estadio IV 
P < 0.001 
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A importância da classificação da sensibilidade aos platinos na avaliação de 
risco de morte aos 5 anos foi evidenciada utilizando a metodologia de regressão 
logística de Cox (Tabela 3). Observamos que as doentes com cancro do ovário 
classificadas como não sensíveis aos platinos (parcialmente sensíveis, resistentes, 
refratárias) apresentavam um risco 5 vezes superior de morte numa avaliação a 5 
anos (HR, 8,39; 95 % CI; 5,38-13,09; P < 0,001) quando comparadas com o grupo de 
platino-sensível. Esta diferença mantem-se mesmo após ajuste aos fatores de 
prognóstico clássicos como subtipo histológico, estadio FIGO, grau de diferenciação 
e existência de doença residual pós cirurgia.  
 
Tabela 3. Risco de morte a 5 anos das doentes com carcinoma epitelial do ovário, de acordo com 
diferentes características clínicas 
 HR 95% CI P 
Sensibilidade aos Platinos  
(Outros vs Sensível) 
8,39 5,38 – 13,09 < 0,001 
Histologia 
(Serosos vs Outros) 
1,08 0,74 – 1,58 0,677 
Estadio FIGO 
(Estadio III/IV vs Estadio I/II) 
2,51 1,24 – 5,06 0,010 
Extensão Cirurgia 
(Outros vs Completa) 
1,41 0,79 – 2,50 0,248 
Grau de Diferenciação 
(Grau 1 vs 2 vs 3 vs 4) 
1,02 0,96 – 1,08 0,596 
Status Hormonal 
(Pré vs Pós-Menopausa) 
0,98 0,89 – 1,09 0,765 
Idade 
(> 59 anos vs ≤ 59 anos) 
1,71 1,20 – 2,43 0,003 
HR, Hazard Ratio; 95 % CI, Intervalo de Confiança a 95 % 
Sensível 
Parcialmente Sensível 
Resistente 
Refratário 
P < 0.001 
Figura 9. Curvas de Kaplan-Meier para o tempo de sobrevivência global (morte específica por cancro) 
das doentes com carcinoma epitelial do ovário, de acordo com a sensibilidade aos platinos (tempo em 
meses). 
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Abstract  
 
Purpose The success of chemotherapy in ovarian cancer (OC) is directly associated 
with the broad variability in platinum response, with implications in patients survival. 
This heterogeneous response might result from inter-individual variations in the 
platinum-detoxification pathway due to the expression of Glutathione-S-transferase 
(GST) enzymes. We hypothesized that GSTM1 and GSTT1 polymorphisms might have 
an impact as prognostic and predictive determinants for OC. 
Methods We conducted a hospital-based study in a cohort of OC patients submitted 
to platinum-based chemotherapy. GSTM1 and GSTT1 genotypes were determined by 
multiplex-PCR.  
Results GSTM1-null genotype patients presented a significantly longer 5-year survival 
and an improved time to progression when compared to GSTM1-wt genotype patients 
(Log Rank test, P=0.001 and P=0.013, respectively). Multivariate Cox regression 
analysis indicate that the inclusion of genetic information regarding GSTM1 
polymorphism increased the predictive ability of risk of death after OC platinum-
based chemotherapy (c-index from 0.712 to 0.833). Namely, residual disease (HR, 
4.90; P=0.016) and GSTM1-wt genotype emerged as more important predictors of risk 
of death (HR, 2.29; P=0.039; P=0.036 after bootstrap). No similar effect on survival 
was observed regarding GSTT1 polymorphism and there were no statistically 
significant differences between GSTM1 and GSTT1 genotypes and the assessed 
patients’ clinical-pathological characteristics.  
Conclusion GSTM1 polymorphism seems to have impact in OC prognosis as it predicts 
a better response to platinum-based chemotherapy and hence an improved survival. 
The characterization of the GSTM1 genetic profile might be a useful molecular tool 
and a putative genetic marker for OC clinical outcome.  
 
 
 
 
 
 
Keywords: epithelial ovarian cancer, GST, polymorphism, pharmacogenetic, 
platinum-based chemotherapy, predictive value 
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1. Introduction 
 
Ovarian cancer (OC) is the third most common gynecological cancer among women 
worldwide, with an estimate of 239 000 new cases and 152 000 deaths each year. In 
Europe, OC is the fifth most incident cancer in women but represents the leading 
cause of death among gynecological tumors [1]. The high mortality rate is, in part, 
attributable to the usual absence of early symptoms of the disease and the lack of 
screening methods for early OC diagnosis. Consequently, the diagnosis is frequent at 
an advanced stage, with 75% of all cases being diagnosed at stage III and IV where the 
disease has spread throughout the abdominal cavity [2-4].   
Standard treatment for OC patients is based on cytoreductive surgery, followed by 
first-line chemotherapy with platinum (cisplatin or carboplatin) and taxane agents 
(paclitaxel or docetaxel) [5]. OC is considered as a chemosensitive tumor, yielding 
chemotherapy response rates over 80%, inclusive with 40 to 60% complete responses 
for advanced disease stages. Paradoxically, despite this aggressive treatment 
approach and the apparent efficacy of treatment, up to 75% of patients will relapse 
within 12 and 18 months and become candidates for second-line chemotherapy [4,6]. 
Recurrent tumors may still be chemosensitive and patients can be re-submitted to 
platinum-based chemotherapy, with response rates directly proportional to the 
treatment-free interval, until the eventual emergence of drug-resistant disease [7]. As 
a result, the high percentage of late-stage diagnosis and the occurrence of tumor 
recurrence limit the treatment efficacy and the OC 5-year survival rate remains only 
around 45% [3].  
The development of chemotherapy resistance is not fully understood and 
numerous studies are made to comprehend the biological mechanisms responsible 
for acquisition of resistance. The broad variability in the progression-free interval and 
its direct association with platinum response, coupled with the fact that up to a fifth 
of OC patients are intrinsically resistant to these compounds at presentation, 
hypothesized that inter-individual variation in drug response might be a major 
determinant for OC [8-17].  
Upon exposure to cytotoxic drugs, several mechanisms are activated in order to 
keep cellular homeostasis [18-20]. Glutathione-S-transferases (GSTs) are a family of 
phase II metabolizing enzymes which contribute to detoxification by conjugation of 
glutathione to a wide variety of endogenous and exogenous electrophilic compounds, 
including cytotoxic agents as the platinum-based ones [17,20,21]. The resulting 
glutathione-associated metabolites have increased solubility, which decrease the 
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amount of free intracellular metabolites and protect the cell from their reactive action. 
Consequently, a high GST pathway activity could result in prompt drug metabolism 
and excretion, decreasing the cellular concentration and the cytotoxic potential of 
platinum agents on tumor cells and hence conduct to an unfavorable therapeutic 
response [22-25].  
Two of the GST genes (GSTM1 and GSTT1) have been found to harbor functional 
polymorphisms that are frequently present in general population with a variable 
ethnic distribution [15,21,22,26,27]. The expression of GSTM1 enzyme is directly 
related with the presence of the intact gene (GSTM1-wild type genotype, wt) since the 
absence of its activity is the result of a 15 kb deletion that spans the entire GSTM1 
gene (GSTM1-null genotype). Consequently, individuals homozygous for the GSTM1-
null allele have a complete absence of GSTM1 activity whereas GSTM1-wt homozygous 
patients are considered to have reference protein levels [21,28-31]. In Caucasians, the 
frequency of the GSTM1 null genotype range from 42 to 60% [27,32]. GSTT1 has a 
similar null polymorphism that has also been demonstrated to be associated with the 
absence of GSTT1 expression and activity (GSTT1-null genotype) [31,33]. Between 13 
to 26% of Caucasian population harbour homozygous deletion of GSTT1 gene [27,32].  
While GSTM1 and GSTT1 polymorphisms have been proposed as human 
susceptibility factors, mounting evidence suggests that GST polymorphisms might 
also have impact in patients’ response to cytotoxic treatment and survival although 
no conclusive results are obtained [15,17,34-38]. Given the biochemical evidence that 
GST enzymes are involved in the detoxification of platinum compounds and the 
important impact of these compounds in OC treatment, we sought to determine 
whether genetic variations in this pathway could be of prognostic and predictive 
significance to platinum-based chemotherapy in OC patients.  
 
 
2. Material and Methods  
2.1. Study Population 
 
We conducted a hospital-based study on 261 European female patients with 
histologically confirmed ovarian cancer admitted and treated, between 1996 and 
2004, in the departments of gynecology and oncology of the Portuguese Institute of 
Oncology, Porto, Portugal. Within this group of patients were excluded those who did 
not have epithelial ovarian tumors and who not underwent first-line chemotherapy, 
consisting in paclitaxel (175 mg/m
2
) and cisplatin (75 mg/m
2
) or carboplatin (AUC 5-
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7.5) at 21-day intervals for six cycles, after cytoreductive surgery (Figure 1, 
Supplemental Material). This combination chemotherapy was the standard treatment 
in our institute for these patients. 
 
 
Fig.1 Flowchart regarding criteria for patient selection 
 
Patients’ clinical characteristics were obtained from their medical records. The 
tumor stage was evaluated according to the staging system of the International 
Federation of Gynecology and Obstetrics (FIGO) and the assessment of the tumor 
response to chemotherapy was based on World Health Organization (WHO) criteria.  
The mean age of selected OC patients was 53 years, from which 55.8% were 
post-menopausal women and mainly diagnosed with advanced stage disease (FIGO 
III/IV; 65,1%).  The distribution regarding to the extent of residual disease occurred 
as follows: optimal surgery was achieved in 49.6% of the cases whereas 11.6% and 
26.4% presented residual disease ≤ 2 cm and > 2 cm, respectively (no information 
available to 12.4% of the patients). Regarding histologic subtype, 52.7% of the patients 
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presented a tumor with serous differentiation, 17.1% mucinous, 15.5% clear cell, 8.5% 
endometrioid and the remaining 6.2% less common histologic subtypes. 
Blood samples (n=129) were obtained with the written informed consent of 
participants prior to their inclusion in the study, according to Helsinki Declaration 
principles. The study was approved by the ethics committee of Portuguese Institute 
of Oncology - Porto. Blood samples were obtained with a standard technique and 
collected in ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)-containing tubes.  
 
 
2.2. DNA extraction and genotyping 
 
Genomic DNA was extracted from the white blood cell fraction of each study 
subject by using QIAamp® DNA Blood Mini Kit (QIAGEN® 51106), according to the 
manufacturer’s protocol.  
GSTs genotypes were determined by multiplex-PCR (polymerase chain reaction) 
method adapted from a previously established protocol by Chen et al. [39]. This 
method simultaneously identifies GSTM1/GSTT1 wild-type (wt) or null genotypes 
(homozygous deletion) by gene amplification. To ensure that the lack of PCR products 
was due to null alleles, an internal positive control was included in the multiplex PCR 
which targeted 268 bp of the β-globin gene.  
The PCR products were then visualized by 3% (p/v) agarose gel electrophoresis, 
with ethidium bromide staining. The absence of an amplifiable 219 or 480 bp 
fragment (in the presence of 268 bp β-globin PCR product) indicates the presence of 
GSTM1-null or the GSTT1-null genotype, respectively. Patients were scored as GSTM1-
wt or GSTT1-wt if the corresponding PCR products were generated, although no 
distinction was made between the presences of one or two alleles of these genes.  
 To ensure the quality control procedures implemented for genotype analysis, 
quality criteria were applied such as the blindly execution of all laboratory procedures 
to clinical and pathological features corresponding to each sample, inclusion of 
negative controls in all procedures and double sampling in 10% of the samples. Two 
authors independently confirmed the results. For study analysis, it was not possible 
to considered all the cases due to technical problems inherent to the performed 
laboratory techniques.  
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2.3. Statistical analysis 
 
Analysis of data was performed using the computer software IBM
®
 SPSS
®
 Statistics 
for Windows™ (Version 22.0).  
Chi-square analysis (χ2) was used to compare the different categorical variables 
and a 5% level of significance was used in the analysis.  
The probabilities of survival were calculated, and the means life tables were 
computed using the product-limit estimate of Kaplan-Meier method. The curves were 
examined by the Log-rank test, a statistical test for equality of survival distributions.
 
A level of P<0.05 was considered statistically significant. Survival duration at 5-years 
was defined as the percentage of patients alive after 5 years of diagnosis. Time to 
progression at 5-years was estimated by a Cox proportional hazard model (HR, hazard 
ratio). This endpoint was defined as the 5-year interval between the first treatment 
and the first evidence of disease progression or the date of the last clinical evaluation 
of the patient, if the patient remained free of disease. 
The association between several OC prognostic variables and GSTM1 
polymorphism with OC risk of death was estimated by Cox regression analysis. The 
concordance (c) index was used to compare the predictive ability of the proposed 
models. The predictive value was determined using the Harrell’s concordance 
indexes, with c>0.5 being considered with good prediction ability [12,40-42]. The Cox 
regression proportional hazard model for GSTM1 polymorphism was validated using 
a bootstrap resampling to investigate the stability of risk estimates (1000 
replications).  
Sample size and power of study (80%) were calculated using power and sample 
size program (version 3.1.2).  
 
 
3. Results 
 
 The patients’ clinical characteristics according to GSTM1 and GSTT1 genotypes 
are shown in Table 1. There were no significant statistical differences between the 
group of patients with reference GST activity (GSTM1-wt or GSTT1-wt genotype 
carriers) in comparison with the null GST activity (GSTM1-null or GSTT1-null genotype 
carriers) regarding age at diagnosis, hormonal status, FIGO stage, histologic subtype, 
tumor differentiation and extent of residual disease.  
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Table 1. Relation between GSTM1 and GSTT1 genotypes (reference or null activity genotype) and clinical 
pathological parameters in OC 
*Χ2 test with the exception of t-student analysis for the age comparison (**) 
 
Follow-up of this cohort of OC patients revealed that the survival probability at 
5-years was 62% and the probability of a 5-years period without evidence of tumor 
progression was 53.6%. Concerning the 5-year survival curves according to the genetic 
background, obtained using Kaplan-Meier method and Log-Rank test, we observed 
that the mean survival rates were statistically different according to GSTM1 patients’ 
Parameter wt/reference activity genotype Null activity genotype P
*
 
GSTM1 genotype 
   
Age (years), mean ± SD 54.2 ± 14.3 51.7 ± 13.2 0.34
**
 
Hormonal status    
Pre-menopause 24 (44.4%) 23 (43.4%) 0.91 
Post-menopause 30 (55.6%) 30 (56.6%)  
FIGO stage    
I/II 15 (27.8%) 23 (43.4%) 0.19 
III 30 (55.5%) 25 (47.2%)  
IV 9 (16.7%) 5 (9.4%)  
Histologic subtype    
Serous 29 (53.7%) 26 (49.1%) 0.63 
Others 25 (46.3%) 27 (50.9%)  
Tumor differentiation     
Well differentiated 14 (25.9%) 10 (18.9%) 0.44 
Non-well differentiated 38 (70.4%) 39 (73.6%)  
No information 2 (3.7%) 4 (7.5%)  
Residual Disease    
Optimal surgery 19 (35.2%) 31 (58.5%) 0.11 
Residual tumor ≤ 2 cm 7 (13.0%) 5 (9.4%)  
Residual tumor > 2 cm 19 (35.2%) 12 (22.7%)  
No information 9 (16.6%) 5 (9.4%)  
GSTT1 genotype 
   
Age (years), mean ± SD 53.7 ± 13.9 48.8 ± 12.7 0.13
**
 
Hormonal status    
Pre-menopause 33 (40.2%) 14 (60.9%) 0.08 
Post-menopause 49 (59.8%) 9 (39.1%)  
FIGO stage    
I/II 27 (32.9%) 10 (43.5%) 0.60 
III 45 (54.9%) 10 (43.5%)  
IV 10 (12.2%) 3 (13%)  
Histologic subtype    
Serous 42 (51.2%) 12 (52.2%) 0.94 
Others 40 (48.8%) 11 (47.8%)  
Tumor differentiation     
Well differentiated 20 (24.4%) 4 (17.4%) 0.72 
Non-well differentiated 60 (73.2%) 15 (65.2%)  
No information 2 (2.4%) 4 (17.4%)  
Residual Disease    
Optimal surgery 36 (44%) 14 (61%) 0.27 
Residual tumor ≤ 2 cm 11 (13.4%) 1 (4.3%)  
Residual tumor > 2 cm 23 (28.0%) 7 (30.4%)  
No information 12 (14.6%) 1 (4.3%)  
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genotypes. The group of patients with GSTM1-wt/reference activity genotypes present 
a statistically significant decreased 5-year survival when compared with patients with 
the GSTM1 null genotype (43.9 vs 53.7 months; Log Rank test, P=0.001) (Figure 2a). 
No similar effect on survival was observed according to GSTT1 patients’ genotypes 
(Log Rank test, P=0.536) (Figure 2b).  
Regarding time to progression, we observed that the GSTM1 polymorphism was 
associated with OC-free survival at 5 years. We observed a significantly reduced time 
to progression in GSTM1-wt/reference activity genotype patients compared with 
GSTM1-null activity genotype patients (35.9 versus 46.6 months; Log Rank test, 
P=0.013) (Figure 2c).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
c) 
a)                                                                    b) 
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Fig.2 Platinum-based chemotherapy response: the role of GSTM1 and GSTT1 genotypes on OC 5-year 
outcome. a) GSTM1 polymorphism and survival: the group of patients with GSTM1-wt/reference activity 
genotype had a significantly diminished survival when compared with patients with GSTM1-null activity 
genotype (43.9 vs 53.7 months; Log Rank test, P=0.001); b) GSTT1 polymorphism and survival: no 
significant association was observed regarding the influence of GSTT1 polymorphism and the OC 5-year 
survival (Log Rank test, P=0.536); c) GSTM1 polymorphism and time to progression: GSTM1-wt/reference 
activity genotype carriers presented a shorter time to progression when compared to GSTM1-null activity 
genotype patients (35.9 versus 46.6 months; Log Rank test, P=0.013). 
 
In a further step, using a multivariate Cox regression model, we assessed the 
influence of several OC prognostic variables and GSTM1 polymorphism in the risk of 
death after OC platinum-based chemotherapy (Table 2). Moreover, c-indexes were 
included in the analysis to compare the predictive ability of the proposed models, 
being a c-index of 1 predictive of a perfect concordance [12,40-42].  
 
Table 2. Predictive models indicating risk of death after OC chemotherapy according to different 
prognostic factors 
 HR 95% CI P c index 
Model 1 
    
Advanced Tumor Stage 5.35 1.89-15.10 0.002 0.712 
Hormonal Status 
a) 
1.83 0.94-3.58 0.078  
Model 2 
    
Advanced Tumor Stage 1.79 0.55-5.77 0.331 0.794 
Hormonal Status 
a) 
1.37 0.69-2.70 0.363  
Residual Disease 7.12 2.40-21.08 <0.001  
Model 3 
    
Advanced Tumor Stage 1.96 0.61-6.28 0.260 0.818 
Hormonal Status
 a) 
1.21 0.60-2.44 0.588  
Residual Disease 7.19 2.43-21.30 <0.001  
Histological Subtype 
b) 
1.21 0.97-1.50 0.096  
Model 4 
    
Advanced Tumor Stage 1.50 0.42-5.34 0.536 0.825 
Hormonal Status
 a) 
1.30 0.63-2.65 0.478  
Residual Disease 4.94 1.35-18.04 0.016  
GSTM1-wt genotype 2.40 1.10-5.21 0.028  
Model 5 
    
Advanced Tumor Stage 1.60 0.44-5.73 0.474 0.833 
Hormonal Status
 a) 
1.20 0.58-2.50 0.621  
Residual Disease 4.90 1.34-17.91 0.016  
GSTM1-wt genotype  2.29 1.04-5.03 0.039*  
Histological Subtype 
b) 
1.14 0.89-1.45 0.291  
HR, hazard ratio; 95% CI, 95% confidence interval; *P=0.036 after bootstrap based on 1000 samples; a) 
post-menopause; b) Serous vs others 
 
Tumor stage and age, and the implicit hormonal status, are well-known 
prognostic determinants for OC survival. In our study, the predictive value of 
advanced tumor stage and hormonal status for OC risk of death was 0.712 (Model 1). 
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Residual disease after surgery also accounts as an important OC prognostic factor 
and we observed that the addiction of this variable considerably increase the 
predictive value to 0.794 (Model 2). When further considering the impact of the 
histological sub-type, we observed an increase to 0.818 (Model 3). Regarding GSTM1 
polymorphism influence in the predictive ability (Model 4 and 5), we observed that 
the addition of the genetic information improved the capacity to predict death by OC 
in 11% and 12%, respectively, compared to Model 1. Specifically, evaluating a very 
stringent model (Model 5), we observed that residual disease after surgery (HR, 4.90; 
95% CI, 1.34-17.91; P=0.016) and GSTM1-wt genotype (HR, 2.29; 95% CI, 1.04-5.03; 
P=0.039; P=0.036 after bootstrap resampling based on 1000 samples) emerged as 
more important predictors of risk of death after OC platinum-based chemotherapy. 
As a result, the highest predictive value was reached in Model 5 when considering 
advanced tumor stage, hormonal status, residual disease, GSTM1-wt genotype and 
histological subtype (c=0.833) (Table 2; Figure 3, Supplemental Material).  
 
 
Fig.3 Increase in the predictive ability of risk of death after OC chemotherapy according to the proposed 
predictive models (R
2
=0,9234).  
 
 
4. Discussion 
 
 Optimize OC standard treatment strategies and improve the rational and the 
cost-effective incorporation of emerging biological agents are domains of high 
priority research that would benefit from the identification of both prognostic and 
predictive biomarkers [9,43-45]. Currently, it is well accepted that inter-individual 
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variations, which are often associated to genetic polymorphism in specific genes, can 
be useful as prognostic and predictive factors for OC patients [8-17].   
Platinum-based compounds are among the most active and used cytotoxic 
agents in the clinical practice, namely for OC treatment [47-50]. The conjugation of 
platinum compounds with glutathione, in a metabolic reaction performed by GST 
enzymes, can result in platinum inactivation and/or increased water solubility, which 
reduces the amount of free intracellular drug that is available to bind to its target and 
favors their elimination from the body [52]. Therefore, a decreased activity of this 
detoxification pathway, due to null or diminished expression of particular GST 
enzymes, could lead to a reduced metabolism, slower detoxification and higher 
pharmacological intracellular concentration of platinum-based compounds. 
Ultimately, could be yielded a prolonged platinum-cytotoxic effect and, consequently, 
a favorable treatment response and an improved patient survival [10,17,23,34,36,52]. 
Based on this assumption, we hypothesized that GST polymorphisms conferring null 
GST activity (GSTM1-null or GSTT1-null genotypes) might predispose to a favorable 
OC prognosis. In fact, this study was encouraged from a previous report from our 
group that revealed, in a small cohort of OC patients (n=24), a strong relationship 
between GST polymorphisms and disease outcome [15].  
In the present study, we found that the group of patients with GSTM1-null 
genotype had significantly prolonged 5-year survival when compared with patients 
with GSTM1-wt/reference genotype (53.6 and 43.9 months, respectively, P=0.001) 
(Figure 2a). Regarding GSTT1 polymorphism, no significant association was observed 
between genotypes and OC 5-year survival (P=0.536) (Figure 2b). Moreover, exploring 
the role of GST polymorphisms in OC outcome, we analyzed the time to progression 
(at 5 years) according to GSTM1 genotypes. Our results demonstrate that GSTM1-null 
genotype patients presented an increased OC-free survival interval when compared to 
GSTM1-wt/reference genotype patients (46.6 and 35.9 months, respectively, P=0.013) 
(Figure 2c). As suggested above, the results obtained with this study seemed to be 
concordant with the assumption that the reduced GST detoxification pathway activity, 
mainly due to a null expression of GSTM1 enzyme, might reduce the platinum 
metabolism and promote a slower detoxification of these cytotoxic metabolites. As 
consequence, platinum-based metabolites are present in a higher intracellular 
concentration, which enhance the cytotoxic potential on tumor cells. Ultimately, a 
lower GST detoxification pathway could have impact in OC sensitiveness to 
chemotherapy and hence impact in the patient’s outcome. Our data is in agreement 
with other studies which have also observed that reduced GST function has impact in 
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survival outcome of OC patients [15,34,36,38]. Nevertheless, to this date, 
inconsistent associations have been reported for GST polymorphisms and treatment 
outcome, especially for GSTT1 deletion. Inclusively, deletion of GSTT1 gene (GSTT1-
null genotype) seems to be less relevant in the platinum-based treatment of patients 
with solid tumors than in hematologic diseases that are treated with a variety of non-
platinum cyototoxic agents [53]. The present study is sufficiently powered to show a 
statistically significant difference regarding OC survival (statistical power of the risk 
of association over 80%). However, we suggest that large well-designed studies should 
be performed in the attempt to further strengthen our evidence and to provide a 
detailed analysis of the influence of GST polymorphisms in OC survival. It would be 
also of great interest to explore the role of genetic polymorphisms in other proteins 
involved in the platinum pathway, namely those involved in the cellular response to 
platinum-induced DNA damage. That might lead to the establishment of a 
genetic/molecular profile associated with platinum-based treatment response, 
identifying the major determinants involved in the acquisition of platinum-
resistant/sensitive phenotypes and consequently OC predictive subgroups.  
In the clinical practice, innumerous pathological factors are considered as 
prognostic factors for OC patients and many efforts are made to identify those that 
will improve OC patient’s stratification and might be useful tools for therapeutic 
decisions. Clinical and pathological factors with proved prognostic impact in epithelial 
OC include age, FIGO stage, histologic subtype, tumor grade and residual tumor size 
after cytoreductive surgery. Nevertheless, tumor FIGO stage stands as the most 
important prognostic factor although optimal cytoreductive has evidenced impact in 
OC treatment response and survival [6,54,55]. For this cohort of OC patients, we 
evaluated the influence of stablished prognostic factors, according to some predictive 
models, in the risk of death after OC platinum-based chemotherapy (Table 2). The 
definition of a predictive model encompassing the clinical characteristics tumor stage, 
hormonal status, histological subtype and the extent of residual disease (Model 3) 
revealed the last parameter as the major clinical determinant for the risk of death (HR, 
7.19; 95% CI, 2.43-21.30; P<0.001). Additional results revealed that the definition of 
predictive profiles that comprise information regarding clinical parameters plus 
GSTM1 polymorphism information have higher ability to predict the risk of death by 
OC (Model 4 and 5; c=0.825 and 0.833, respectively). Namely, in the most complex 
model (Model 5), both residual disease (HR, 4.90; 95% CI, 1.34-17.91; P=0.016) and 
GSTM1-wt genotype (HR, 2.29; 95% CI, 1.04-5.03; P=0.039; P=0.036 after bootstrap) 
emerged as more important predictors of risk of death after OC platinum-based 
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chemotherapy. Therefore, we hypothesize that the definition of a predictive profile 
that contains the GSTM1 polymorphism information could be useful as molecular 
marker to predict the clinical response to platinum-based chemotherapy. To the best 
of our knowledge, this is the first study that evaluates the impact of adding GSTM1 
genetic information to several OC clinical prognostic variables in the risk of death 
after OC chemotherapy and the first to point the beneficial predictive ability in the 
combination of clinical plus genetic information. Therefore, additional studies should 
replicate this predictive model in another OC patients cohort submitted to first-line 
chemotherapy.   
 
 
Conclusion and future directions 
 
 Identifying the factors underlying the treatment response variability in OC 
patients has proved to be a challenge albeit the ability to predict platinum sensitivity 
prior to treatment has the potential to significantly improve or restore 
chemosensitivity in resistant and recurrent patients and hence the OC survival. 
Understanding platinum-treatment failure might be an essential step in the attempt 
to tailor chemotherapy, choosing the patients most likely to benefit from therapy, 
with the possibility to adjust treatment dosage and follow-up strategies. The present 
study suggests GSTM1 polymorphism as a useful molecular marker to predict the 
response of OC patients to platinum-based first-line chemotherapy. Based on clinical 
and genetic markers, the definition of an integrative approach might be a crucial and 
innovative opportunity to yielding a substantial improvement in OC patient’s survival.  
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Abstract 
 
CYP3A4 is a key enzyme involved in the metabolism of numerous compounds, 
such as paclitaxel, and its activity shows an extensive inter-individual variation which 
can influence treatment response. The study’s purpose was to investigate the 
potential predictive role of a CYP3A4 profile (CYP3A4*1B, rs2740574 and CYP3A4*22, 
rs35599367) in serous ovarian cancer patients treated with first-line chemotherapy 
(paclitaxel and cisplatin or carboplatin), after cytoreductive surgery. CYP3A4*1B and 
CYP3A4*22 genotypes were determined by Nested PCR-RFLP and Taqman® Allelic 
Discrimination, respectively. We observed that the mean survival rates were 
statistically different according the patients CYP3A4 genotypes. The group of patients 
carrying the CYP3A4*1B G allele present a decreased mean survival rate when 
compared with AA genotype patients (103.93 and 134.44 months, respectively, 
p=0.010). This result is consistent after multivariate Cox regression analysis [HR, 
2.15; 95% CI, 1.03-4.52; p=0.043]. The combination of CYP3A4*1B and CYP3A4*22 
polymorphisms result in the definition of a CYP3A4 activity profile: the group of 
patients with a higher CYP3A4 activity profile had significantly diminished survival 
when compared with patients with a lower CYP3A4 activity profile (101.06 and 134.44 
months, respectively, p=0.012). Multivariate Cox regression analysis revealed a 
diminished overall survival time for patients with CYP3A4 high activity profile (HR, 
2.29; 95% CI, 1.05-5.02; p=0.038). The definition of a CYP3A4 activity profile resulted 
in the increase of prediction ability, using Harrels’s concordance indexes (C-index 
from 0.617 to 0.626). To conclude, our results demonstrate an association between 
CYP3A4*1B and a diminished overall survival of patients with serous ovarian cancer. 
The definition of a CYP3A4 activity profile proved to be benefic and the CYP3A4 high 
activity profile was associated with a lower overall survival. We consider that the 
definition of a CYP3A4 activity profile might be useful as molecular marker for 
predicting the clinical outcome of serous ovarian cancer patients.  
 
 
Keywords: Serous Ovarian Cancer; CYP3A4; Polymorphism; Pharmacogenetic; 
Paclitaxel; Predictive Value 
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1. Introduction 
 
Ovarian cancer (OC) is the third most common gynecological cancer among 
women worldwide, with an estimate 225 000 new cases and 140 000 deaths due to 
this disease each year [1]. In Europe, ovarian cancer is the fifth most incident cancer 
in women but the main cause of death among gynecological cancers [2].   
Standard treatment for OC patients is based on cytoreductive surgery, followed 
by first-line chemotherapy with a platinum (cisplatin or carboplatin) and a taxane 
agent (paclitaxel or docetaxel). However, despite this aggressive approach, the 5-year 
survival rates remains only around 45% [3]. The high fatality rate results in part from 
the frequent diagnosis of OC at an advanced stage, with 75% of all cases being 
diagnosed in stage III and IV [4, 5]. Furthermore, although nearly 80% of patients 
initially respond to treatment, long-term survival remains poor because of eventual 
tumor recurrence and emergence of drug-resistant disease [6].  
The development of chemotherapy resistance is poorly understood and many 
investigations are made to comprehend the biological mechanisms responsible for 
acquisition of resistance. Although many non-genetic factors may influence the 
effects of therapy, there are numerous studies that show that inter-individual 
differences in drug response and toxicities can be due to genetic polymorphisms in 
genes encoding drug-metabolizing enzymes, drug transporters and drug targets. 
Therefore, genetic polymorphisms in these genes can be useful as prognostic and 
predictive markers in cancer, namely in OC [7-12].  
One of the most studied drug-metabolizing enzymes is CYP3A4 (Cytochrome 
P450, family 3, subfamily A, Polypeptide 4), a key enzyme involved in the metabolism 
of numerous exogenous and endogenous compounds, accounting for 30-60% of total 
liver cytochrome P-450 protein [13-15]. Compounds metabolized by CYP3A4 include 
chemotherapeutic agents like tamoxifen or taxanes, namely paclitaxel [16-18].  
CYP3A4 activity or protein content shows 10 to 100 fold inter-individual 
variation, influencing drug response/toxicity and hence therapy outcome [15, 19-21]. 
The most known and studied CYP3A4 polymorphism is CYP3A4*1B (rs2740574), 
which consists in an A/G transition in the promoter region at position -392 (A-392G) 
[22]. Initially, CYP3A4*1B G allele was associated with an increased CYP3A4 activity 
due to reduced binding of transcriptional repressor [23]. Nevertheless, besides being 
intensively studied, the biological effect of CYP3A4*1B polymorphism is still 
controversial although remaining as one of the most important polymorphisms in 
CYP3A4 gene [18, 23-32].  
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Recently, Wang and collaborators identified a functional SNP (Single Nucleotide 
Polymorphism) located in intron 6 of CYP3A4 gene (CYP3A4*22 C/T, rs35599367), 
which markedly affects expression of CYP3A4 and could be a promising biomarker 
for predicting response to CYP3A4-metabolized drugs [33]. This study showed that 
CYP3A4*22 is significantly linked to an early defect in transcription and RNA 
processing and could affect the folding of single-stranded DNA or nascent RNA and 
hence RNA elongation, potentially affecting the binding of regulatory proteins. 
Consequently, CYP3A4*22 T allele was associated with the decreased CYP3A4 mRNA 
expression and enzymatic activity [33].  
For its role in the metabolism of chemotherapeutic agents, including paclitaxel, 
inter-individual differences in expression of CYP3A4 enzyme can be conditional for 
different responses to the first-line treatment of OC, affecting the patients overall 
survival. The main purpose of this work was to investigate the potential predictive 
role of CYP3A4*1B polymorphism in OC patients treated with paclitaxel/platinum 
first-line chemotherapy. Additionally, we also intended to combine CYP3A4*1B and 
CYP3A4*22 genotypes in order to evaluate the overall survival rates according to a 
CYP3A4 activity profile. 
 
 
2. Materials and methods 
2.1. Patients 
 
We conducted a hospital-based study on 261 European female patients with 
histologically confirmed ovarian cancer admitted and treated, between 1996 and 
2009, in the departments of gynecology and oncology of the Portuguese Institute of 
Oncology, Porto, Portugal. Within this group of patients were excluded those who did 
not have serous ovarian tumors and who did not underwent first-line chemotherapy, 
consisting in paclitaxel (175 mg/m
2
) and cisplatin (75 mg/m
2
) or carboplatin (AUC 5-
7.5) at 21-day intervals for six cycles, after cytoreductive surgery. This combination 
chemotherapy was the standard treatment in our institute for these patients. The 
therapy was concluded when objective disease progression was observed or 
unacceptable toxicity appeared. Patients’ clinical characteristics were obtained from 
their medical records (n=120). The tumor stage was evaluated according to the 
staging system of the International Federation of Gynecology and Obstetrics (FIGO) 
and the assessment of the tumor response to chemotherapy was based on World 
Health Organization (WHO) criteria. Blood samples were obtained with the written 
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informed consent of participants prior to their inclusion in the study, according to 
Helsinki Declaration principles. The study was approved by the ethics committee of 
Portuguese Institute of Oncology - Porto.  
 
 
2.2. DNA extraction and genotyping 
 
Blood samples were obtained with a standard technique and collected in 
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)-containing tubes. Genomic DNA was 
extracted from the white blood cell fraction of each study subject by using QIAamp 
DNA Blood Mini Kit (QIAGEN), according to the manufacturer’s protocol.  
CYP3A4*1B genotypes were determined by Nested PCR-RFLP (Polymerase Chain 
Reaction – Restriction Fragment Length Polymorphism) method adapted from a 
previously established protocol by Zeigler-Johnson et al. [34]. The restriction 
fragments were then visualized by 3% (p/v) agarose gel electrophoresis, with ethidium 
bromide staining. Three types of band patterns were obtained: wild type homozygote 
(A/A), one band corresponding to 207 bp; heterozygote (A/G), three bands 
corresponding to 18, 189 and 207 bp; polymorphic homozygote (G/G), two bands 
corresponding to 18 and 189 bp. 
The CYP3A4*22 genotyping was performed using Taqman® Allelic 
Discrimination (C__59013445_10). All allelic discrimination PCR reactions were 
carried out in 6 μL volumes using 2.5 μL of TaqMan® Universal PCR Master Mix (2X), 
0.125 μL of 40x assay mix, 2.375 μL of sterile water and 1 μL of genomic DNA. 
Amplification of DNA was carried out using the following amplification conditions: 95 
ºC for 10 min, followed by 45 cycles of 95 ºC for 15 s and 60 ºC for 1 min. Data 
capture and analysis was carried through the ABI7300 Real Time PCR System (Applied 
Biosystems) and the Sequence Detection Systems software (Applied Biosystems 
version 1.2.3).  
Quality control was assured by the use of non-template controls in all runs and 
blind replicate genotype assessment on 10% of the samples.  
 
 
2.3. Statistical analysis 
 
Analysis of data was performed using the Statistical Package for Social Sciences 
(SPSS) computer software for Windows™ (Version 17.0). Differences in proportions 
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were evaluated by the χ2 test. The probabilities of survival were calculated and the 
means life tables were computed using the product-limit estimate of Kaplan-Meier 
method. The curves were analyzed by the Breslow (generalized Wilcoxon) test, a 
statistical test for equality of survival distributions.
 
A level of p<0.05 was considered 
statistically significant. Survival duration was defined as the time between diagnosis 
and either death or the time of the last clinical evaluation of the patient. Cause of 
death was determined from the patient’s records, death certificate, or by speaking 
with her general practitioner.  
The associations between CYP3A4 polymorphisms and survival were estimated 
by Cox regression analysis. Cox regression models were used to adjust for potential 
confounders with CYP3A4 genotypes fitted as indicator variables. The concordance 
(c) index was used to compare the predictive ability of CYP3A4 genotypes, with C>0.5 
being considered with good prediction ability.  
In relation to CYP3A4 activity profile, based on published data, we defined that 
patients carrying CYP3A4*1B G allele or CYP3A4*22 CC genotype have a CYP3A4 high 
activity profile whereas patients with CYP3A4*1B AA genotype or carrying CYP3A4*22 
T allele have a CYP3A4 low activity profile [18, 23, 33, 35-38].  
 
 
3. Results  
 
The patients’ clinic characteristics according to CYP3A4*1B and CYP3A4*22 
genotypes are shown in Table 1. There were no significant statistical differences 
between the group of patients with the high activity genotype (CYP3A4*1B G carriers 
or CYP3A4*22 CC genotype) and the low activity genotype (CYP3A4*1B AA genotype 
or CYP3A4*22 T carriers) regarding age at diagnosis, clinical stage, histological 
subtype, hormonal status, extent of residual disease, relapse or survival. Furthermore, 
we assessed the patients’ clinic characteristics according to CYP3A4 activity profile 
(Table 2). Likewise, there were no significant statistical differences between the 
CYP3A4 activity profiles and the clinicopathological parameters assessed.   
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Table 1. Relation between CYP3A4*1B and CYP3A4*22 genotypes (high or low activity genotype) and 
clinicopathological parameters in serous OC.
 
* χ2 test with the exception of t-student analysis for the age comparison (**)  
a) For CYP3A4*1B and CYP3A4*22, G carrier genotype and CC genotype were considered as high activity 
genotypes, respectively. 
b) For CYP3A4*1B and CYP3A4*22, AA genotype and T carrier genotype were considered as low activity 
genotypes, respectively. 
 
 
 
 
Parameter 
High activity 
genotype
a) 
Low activity genotype
b) 
p* 
CYP3A4*1B genotype 
Age (years), mean ± SD 
FIGO stage 
I/II 
III/IV 
Hormonal Status 
Pre-menopause 
Post-menopause 
Residual Disease 
Optimal Surgery 
Residual tumor ≤ 2 cm 
Residual tumor > 2 cm 
Relapse 
Yes 
No 
Survival 
Alive with no evidence of 
cancer 
Dead, or alive with evidence of 
cancer 
 
50.3 ± 11.2 
 
2 (12.5%) 
14 (87.5%) 
 
5 (31.3%) 
11 (68.7%) 
 
4 (26.7%) 
3 (20%) 
8 (53.3%) 
 
11 (73.3%) 
4 (26.7%) 
 
7 (43.8%) 
9 (56.2%) 
 
50.8 ± 10.6 
 
22 (21.2%) 
82 (78.8%) 
 
36 (37.1%) 
61 (62.9%) 
 
30 (32.6%) 
14 (15.2%) 
48 (52.2%) 
 
61 (61.6%) 
38 (38.4%) 
 
64 (63.4%) 
37 (36.6%) 
 
0.78** 
 
0.42 
 
 
0.40 
 
 
0.85 
 
 
 
0.42 
 
 
0.14 
CYP3A4*22 genotype 
Age (years), mean ± SD 
FIGO stage 
I/II 
III/IV 
Hormonal Status 
Pre-menopause 
Post-menopause 
Residual Disease 
Optimal Surgery 
Residual tumor ≤ 2 cm 
Residual tumor > 2 cm 
Relapse 
Yes 
No 
Survival 
Alive with no evidence of 
cancer 
Dead, or alive with evidence of 
cancer 
 
53.9 ± 12.3 
 
17 (18.3%) 
76 (81.7%) 
 
33 (37.5%) 
55 (62.5%) 
 
28 (32%) 
15 (17%) 
45 (51%) 
 
58 (63.7%) 
33 (36.3%) 
 
52 (55.9%) 
41 (44.1%) 
 
54.6 ± 12.5 
 
2 (33.3%) 
4 (66.7%) 
 
3 (60%) 
2 (40%) 
 
2 (40%) 
- 
3 (60%) 
 
4 (80%) 
1 (20%)  
 
4 (66.7%) 
2 (33.3%) 
 
0.88** 
 
0.36 
 
 
0.32 
 
 
0.60 
 
 
 
0.11 
 
 
0.60 
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Table 2. Relation between CYP3A4 activity profile (high or low activity profile) and clinicopathological 
parameters in serous OC. 
 
* χ2 test with the exception of t-student analysis for the age comparison (**)  
a) CYP3A4*1B G carrier or CYP3A4*22 CC genotype were considered as high activity profile  
b) CYP3A4*1B AA genotype or CYP3A4*22 T carrier were considered as low activity profile 
 
 
Concerning the overall survival rates obtained using Kaplan-Meier method and 
Breslow test, we observed that the mean survival rates were statistically different 
according to CYP3A4*1B patients’ genotypes. The group of patients with G allele 
carrier genotypes had significantly diminished survival when compared with patients 
with AA genotype (103.93 and 134.44 months, respectively, p=0.010) (Figure 1). 
Thus, individuals with AG/GG genotypes showed a lower overall survival, conferring 
a worse prognosis for G allele carrier patients. Using a multivariate Cox regression 
model, we found a diminished overall survival for G carrier patients, when compared 
with AA genotype, with age as covariate [hazard ratio (HR), 2.15; 95% confidence 
interval (95% CI), 1.03-4.52; p=0.043]. 
 
 
 
 
 
 
Parameter 
High activity 
profile
a) 
Low activity 
profile
b) 
p* 
Age (years), mean ± SD 
FIGO stage 
I/II 
III/IV 
Hormonal Status 
Pre-menopause 
Post-menopause 
Residual Disease 
Optimal Surgery 
Residual tumor ≤ 2 cm 
Residual tumor > 2 cm 
Relapse 
Yes 
No 
Survival 
Alive with no evidence of cancer 
Dead, or alive with evidence of 
cancer 
50.5 ± 11.7 
 
- 
13 (100%) 
 
5 (38.5%) 
8 (61.5%) 
 
2 (16.7%) 
3 (25%) 
7 (58.3%) 
 
9 (75%) 
3 (25%) 
 
5 (38.5%) 
8 (61.5%) 
50.9 ± 10.7 
 
22 (21.2%) 
82 (78.8%) 
 
36 (37%) 
61 (63%) 
 
28 (34.6%) 
12 (14.8%) 
41 (50.6%) 
 
61 (61.6%) 
38 (38.4%) 
 
64 (63.4%) 
37 (36.6%) 
0.88** 
 
0.66 
 
 
0.93 
 
 
0.40 
 
 
 
0.32 
 
 
0.08 
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Figure 1. Overall survival by Kaplan-Meier and Breslow test of serous OC patients, according to 
CYP3A4*1B genotypes. The group of patients with G allele carrier genotypes had significantly diminished 
survival when compared with patients with AA genotype (HR, 2.15; 95% CI, 1.03-4.52; p=0.043).  
 
 
Additionally, we analyzed the overall survival rates according CYP3A4 activity 
profile. The group of patients with a higher CYP3A4 activity profile had significantly 
diminished survival when compared with patients with a lower CYP3A4 activity profile 
(101.06 and 134.44 months, respectively, p=0.012) (Figure 2). We observed that 5-
year survival rate was 68% and 94% for patients with high activity and low activity 
profile, respectively. Once again, using a Cox regression model with age as covariate, 
we found that individuals with a higher activity profile had an inferior survival when 
compared to individuals with a lower activity profile (HR, 2.29; 95% CI, 1.05-5.02; 
p=0.038). Therefore, individuals with CYP3A4*1B G carrier genotype or CYP3A4*22 
CC genotype (high activity profile) had a lower overall survival than individuals with 
CYP3A4*1B AA genotype or CYP3A4*22 T carrier (low activity profile).    
The increased predictive value of CYP3A4 high activity profile compared to 
CYP3A4*1B polymorphism, in relation to serous OC overall survival, was assessed with 
Harrell’s concordance indexes, with an improvement in the prediction ability from 
0.617 to 0.626.  
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Figure 2. Overall survival by Kaplan-Meier and Breslow test of serous OC patients, according to CYP3A4 
activity profile. The group of patients with a higher CYP3A4 activity profile had significantly diminished 
survival when compared with patients with a lower CYP3A4 activity profile (HR, 2.29; 95% CI, 1.05-5.02; 
p=0.038).  
 
 
4. Discussion 
 
Ovarian cancer is one of the most common causes of cancer-related death 
among women and the major cause of death due to gynecological cancer [2]. This 
high mortality rate is mainly due to the late diagnosis of the disease, frequently 
detected at advanced stages, and to the low rate of therapy efficacy, with a great 
number of the patients developing resistance to therapy and a consequently 
recurrence of the disease [5, 6, 39, 40]. Nowadays, it is accepted that inter-individual 
variations among patients, which are often associated to genetic polymorphisms in 
specific genes, can be responsible for different responses to the therapy as well as 
being useful as prognostic and predictive factors [7-9, 41-44].   
The CYP3A4 enzyme, essential for phase I metabolism, can metabolize a 
panoply of endogenous and exogenous compounds, promoting their transformation 
in hydrophilic compounds easily eliminated by the organism [13, 14]. One of the most 
important oncologic drugs utilized in the clinical practice is paclitaxel and, like the 
other members of the taxanes family, it mediates their cytotoxic effect by the 
polymerization and stabilization of the microtubules, conducting to the arrest of 
cellular cycle in G2/M transition and to apoptosis [45].  Paclitaxel is partially 
metabolized by CYP3A4 enzyme and the resulting metabolites are less toxic and are 
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present in a lower concentration in plasma when compared with the initial compound. 
In this way, the resulting metabolites are less potent than paclitaxel and it seems like 
they don’t have a significant therapeutic effect [46, 47].  
CYP3A4 shows great importance in a metabolic level and is greatly studied in 
the field of translational research with many efforts to identify genetic variation in 
CYP3A4 gene capable to alter enzyme activity. Despite its controversial biological 
significance, many studies continue to assess the predictive role of CYP3A4*1B in 
cancer research [27, 48-51] . However, to the best of our knowledge there are few 
studies that evaluate the role of this polymorphism as prognostic factor and none of 
them in relation to OC overall survival. Our results demonstrate an association 
between CYP3A4*1B and a diminished survival of patients with serous OC. 
Multivariate Cox regression analysis indicated a decreased overall survival for 
CYP3A4*1B G carrier, when compared with AA genotype, after adjustment for age (HR, 
2.15; 95% CI, 1.03-4.52; p=0.043). As suggested by previous published studies, we 
believe that the presence of the G allele of CYP3A4*1B polymorphism might increase 
the CYP3A4 activity [18, 23, 35-37]. This increased activity might be responsible for 
a great metabolism of paclitaxel to less active metabolites, which are less effective in 
the treatment of OC, conducting to the development of resistance phenotypes and, 
consequently, to a worse therapy efficacy. Consistent with enhanced expression of 
the minor allele, G allele carrying patients had a decrease of overall survival around 
31 months (p=0.010).  
Regarding the contradictory results about the effect of CYP3A4*1B 
polymorphism, a newly discovered SNP in intron 6 may now introduces new 
knowledge and assists in the explanation of the inter-individual variation in CYP3A4 
activity [33]. In this way, as suggested by the literature, we define a CYP3A4 activity 
profile using CYP3A4*1B and CYP3A4*22 genotypes: individuals CYP3A4*1B G 
carriers or with CYP3A4*22 CC genotype have a CYP3A4 high activity profile whereas 
individuals with CYP3A4*1B AA genotype or CYP3A4*22 T carriers have a CYP3A4 low 
activity profile [18, 23, 33, 35-38]. Using these combinations, we observed a 
significant association between the high activity profile and a diminished overall 
survival of serous OC patients. Combining CYP3A4 genotypes revealed a decreased 
of overall survival around 34 months to patients with a high activity profile (p=0.012). 
Multivariate Cox regression analysis, with age as covariate, indicated a decreased 
overall survival for CYP3A4 high activity profile, when compared with low activity 
profile (HR, 2.29; 95% CI, 1.05-5.02; P=0.038). This result, which is in agreement with 
the literature, indicated that as occurs with CYP3A4*1B G allele, patients with 
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CYP3A4*22 CC genotype have an enhanced enzymatic activity and, presumably, a 
higher capability to metabolize paclitaxel to less active metabolites [33, 38]. 
Additional data showed that the definition of CYP3A4 activity profiles increased the 
significance of the observed effects in the outcome of serous OC patient, with an 
improvement in the prediction ability for CYP3A4 high activity profile (C-index from 
0.617 to 0.626).   
Although serous tumors are frequently characterized as having an aggressive 
behavior but usually being good responders to standard chemotherapy, the increase 
of activity of CYP3A4 might conduct to the acquisition of a resistance phenotype by 
serous OC and consequently to a lower overall survival of these patients [6, 52].  
In this study, we investigate one of the most important and studied 
metabolizing enzymes with a putative impact on the pharmacokinetics of paclitaxel. 
Under this assumption, we thought that genetic polymorphisms are capable to alter 
CYP3A4 activity and consequently influence survival of serous OC patients submitted 
to first-line chemotherapy. However, additional studies are required to confirm our 
findings and to provide more detailed analysis of the influence of these 
polymorphisms in ovarian cancer patients’ survival. The influence in survival of serous 
OC patients might be due directly through the excessive clearance of paclitaxel or 
indirectly through the diminished concentration of active paclitaxel in the tumor 
microenvironment since CYP3A4 is not only expressed in the digestive tract but also 
in the ovary [53]. Consequently, it would be a future aim to combine the studied 
CYP3A4 polymorphisms with other genetic polymorphisms in metabolic enzymes, 
such in CYP3A5, CYP2C8 or Glutathione S-Transferases (GSTM1 and GSTT1), and in 
drug transporters, such in ABCB1, to evaluate their impact in first-line chemotherapy 
response, either alone or in combination. In this study we did not directly measure 
CYP3A4 expression or activity so further research is planned to quantify the impact 
of CYP3A4*1B and CYP3A4*22 on CYP3A4 activity and paclitaxel biotransformation, 
as performed by Henningsson and colleagues [57].   
Nowadays, new strategies have been developed in order to overtake the 
problematic of resistance to treatment and to improve clinical outcome in advanced-
stage ovarian cancer. One of the strategies to enhance anti-tumor activity and prolong 
survival is the dose-dense weekly administration of paclitaxel [54-58]. In a study 
developed by Leiser and colleagues [59], their pharmacokinetics findings suggest that 
repeated doses of weekly paclitaxel might induce its own hepatic metabolism. In 
general, paclitaxel dose is determined by the patient’s body surface area rather than 
by the patient’s metabolic profile. Inter-individual differences in paclitaxel metabolism 
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can implicate major alterations in blood concentration of paclitaxel and it metabolites 
with implication in toxicity and treatment efficacy [60-62].  
  
 
5. Conclusion 
 
To the best of our knowledge this is the first study that evaluate the presence 
of CYP3A4*1B polymorphism in the overall survival of OC patients and the first study 
to evaluate the influence of the new genetic CYP3A4 intron 6 polymorphism in ovarian 
cancer patients. We consider that both polymorphisms might alter CYP3A4 activity 
and affect consequently dose requirements, response and toxicity to drugs with a 
narrow therapeutic window as chemotherapy agents. Therefore, the definition of a 
CYP3A4 activity profile could help to define a pharmacogenetic profile of serous OC, 
improving the clinical response of these patients to the standard first-line regimen. 
With the development of new therapeutic regimens for advanced ovarian cancer, the 
CYP3A4 activity evaluation can also be important in the prediction of weekly dose-
dense paclitaxel regimen effectiveness.  
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Abstract  
 
Ovarian cancer (OC) is the sixth most common cancer and the seventh cause 
of death from cancer in women. The etiology and the ovarian carcinogenesis still need 
clarification although ovulation may be determinant due to its carcinogenic role in 
ovarian surface epithelium. The link between ovarian carcinogenesis and DNA repair 
is well established and it became clear that alterations in DNA damage response may 
affect the risk to develop OC. Polymorphisms are variations in the DNA sequence that 
exist in normal individuals of a population and are capable to change, among other 
mechanisms, the balance between DNA damage and cellular response. Consequently, 
genetic variability of the host has a great role in the development, progression and 
consequent prognosis of the oncologic patient as well as in treatment response. 
Standard treatment for OC patients is based on cytoreductive surgery, followed by 
chemotherapy with a platinum agent and a taxane. Although 80% of the patients 
respond to the first-line therapy, the development of resistance is common although 
the mechanisms underlying therapy failure remain mostly unknown. Because of their 
role in oncology, enzymes involved in the DNA repair pathways, like DNA Ligase IV 
(LIG4), became attractive study targets. It has been reported that variations in LIG4 
activity can lead to a hyper-sensitivity to DNA damage, deregulation of repair and 
apoptosis mechanisms, affecting the susceptibility to cancer development and 
therapy response. To overcome resistance mechanisms, several investigations have 
been made and the strategy to target crucial molecular pathways, such as DNA repair, 
became one of the important areas in clinical oncology. This review aims to elucidate 
the link between DNA repair and OC, namely which concerns the role of LIG4 enzyme, 
and how genetic polymorphisms in LIG4 gene can modulate the activity of the enzyme 
and affect the ovarian carcinogenesis and treatment response. Moreover, we try to 
understand how LIG4 inhibition can be a potential contributor for the development of 
new cancer treatment strategies.  
 
© 2013 Baishideng. All rights reserved. 
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INTRODUCTION 
 
Ovarian cancer (OC) is the third most common gynecological cancer among 
women worldwide, with an estimate 225 000 new cases and 140 000 deaths due to 
this disease each year
[1]
. In Europe, ovarian cancer is the fifth most incident cancer in 
women but the main cause of death among the gynecological tumors
[2]
.  
 OC presents itself as a high heterogeneous disease, which may develop from 
three different cell types: epithelial cells, sex cord-stromal cells or germ cells. In spite 
of the fact that the ovarian epithelial layer only represents a small percentage of all 
ovarian cell types, epithelial ovarian carcinoma (EOC) comprises 85% to 90% of all 
malignant ovarian tumors in adult women
[3-5]
.  
One of the most interesting aspects about EOC is the fact that while the 
transformation processes occur, the ovarian epithelium becomes more differentiated 
with the capability to undergo metaplasia into Müllerian epithelium. This aberrant 
transformation occurs in the majority of EOC and allows its histological classification 
into four main sub-types: serous, mucinous, endometrioid and clear cell tumors 
according to their histological and secretory resemblance with fallopian tube, 
endometrium, endocervix or vagina, respectively
[6-8]
.  
EOC incidence is age related and is a characteristic of postmenopausal women. 
The majority of cases happen in women after age 40, with a median age of diagnosis 
of 63 years
[4, 9]
. By the lack of adequate experimental models to the study of this 
neoplasm, the etiology and the ovarian carcinogenesis still need clarification although 
some reproductive and hormonal events can be determinant. In this way, there have 
been made some possible hypothesis, which based on epidemiological and biological 
observations, pretend to explain susceptibility to OC
[8]
 (Table 1). However, one of the 
more important risk factors established to OC is family history. About 5% to 10% of 
all OC are attributed to inherited mutations in high penetrance genes associated with 
hereditary breast and ovarian cancer, as in BRCA1 (3%-6%) and BRCA2 (1%-3%), and 
with Lynch Syndrome, generally attributed to MLH1 and MSH2 (1%-2%) gene 
mutations
[10]
.  
EOCs are themselves a heterogeneous group of tumors. Kurman and Shih 
proposed an EOC sub-classification according to its clinic behavior, tumor 
progression, morphologic and genetic features
[11, 12]
. In this way, EOCs are divided in 
two main groups named Type I (25% of all cases), considered as lower grade, and Type 
II (75% of all cases), considered as higher grade. Type I tumors include all major sub-
types but exhibit low-grade nuclear and architectural features, slow growth and can 
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be linked to well-defined benign ovarian precursor lesions. These tumors are 
characterized by a relative genetic stability, although mutations in KRAS, BRAF, PTEN 
and β-Catenin genes are common, and frequently associated with a worse therapy 
response. On the other hand, Type II ovarian tumors are infrequently associated with 
benign or borderline ovarian precursor lesions, arising in an aggressive and 
spontaneous manner, being usually sensitive to chemotherapy. They are comprised 
almost exclusively of high-grade serous carcinomas (90%) but also include two less 
common subtypes (mixed epithelial and undifferentiated carcinomas) and those 
associated with BRCA1 and BRCA2 hereditary tumors. Type II ovarian tumors are 
characterized by genetic instability being usual mutations in TP53 gene (50%-80%) 
and also amplification and overexpression of HER2/neu (10%-20%) and AKT2 (12%-
18%) oncogenes
[11, 12]
. This sub-classification of EOC can be the result of two divergent 
pathways in ovarian carcinogenesis although more studies need to be done to confirm 
this suggestion
[13]
.  
As mentioned above, OC is considered the most lethal gynecological cancer
[2]
. 
This high mortality is due, essentially, to late diagnosis since, in 75% of OC cases, it 
is only made in an advanced disease stage, when the tumor is no longer confined to 
ovary
[14]
. In spite of diagnosis and prevention strategies improvement, some barriers 
to early OC detection exist and are due to its low incidence, hidden location of ovaries, 
not existence of well defined pre-invasive lesions and for being usually 
asymptomatic
[15]
. 
Despite the high degree of phenotypic and genotypic variability between the 
sub-types of EOC, all patients are treated identically upon diagnosis
[13]
. Standard 
treatment for OC patients is based on cytoreductive surgery, followed by 
chemotherapy with a platinum agent (carboplatin or cisplatin) and a taxane (paclitaxel 
or docetaxel). Although 80% of the patients respond to the first-line therapy, the 
development of resistance is common and several patients eventually recur with a 5-
year survival rate only around 45%
[16-18]
.  
Over the past several decades, great advances have been made in surgical 
techniques and chemotherapy regimens used to treat OC. However, despite the best 
achievements between clinic and research, these strategies have not yet been shown 
to have an impact on overall mortality from advanced-stage disease, which 5-year 
survival rate has improved only 8% in the last 30 years and remain mostly unknown 
the mechanisms underlying therapy failure
[16, 18]
.  
Efforts to improve long-term results of first-line therapy through addition of a 
third cytotoxic agent have not been successful. An improvement in the understanding 
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of OC biology has led to the identification of molecular targets and biological agents 
that interfere with DNA repair, growth factors, membrane-bound receptors and tumor-
associated angiogenesis
[18-20]
. Emerging data regarding inhibition of vascular 
endothelial growth factor (VEGF)-mediated angiogenesis and inhibition of 
poly[adenosine diphosphate (ADP)-ribose] polymerase (PARP)-mediated DNA repair 
are promising
[18, 21, 22]
. 
 
 
OVARIAN CANCER AND DNA REPAIR 
 
The traditional view of OC asserts that the majority of OC share a common 
origin within ovarian surface epithelium (OSE). OSE is a monolayer of uncommitted 
mesothelial cells that cover the exterior surface of the ovary
[7]
. During the monthly 
ovulation, the OSE is enzymatically degraded in order to allow the follicular rupture 
and oocyte release, creating a breach that must be posteriorly repaired (Figure 1)
[7, 23, 
24]
.  
 
 
Figure 1 Link between ovulation/ageing and ovarian cancer development. (Adapted from Levanon et al
[3]
) 
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Over the course of a woman’s reproductive life, this process of damage and 
repair is repeated multiple times and may result in a stepwise accumulation of 
genomic alterations, as postulated by the incessant ovulation hypothesis (Table 1)
[24]
. 
In addition to physical trauma, OSE cells are subjected to ovulation-associated 
inflammatory cytokines, reactive oxygen species (ROS), and hormones (and its 
reactive metabolites) that are capable to damage DNA and conduct to a hormonal 
metabolism imbalance
[3, 19, 23, 25]
.  
 
Table 1 Hypothesis to epithelial ovarian cancer development 
Hypothesis Biological mechanism proposed Epidemiological evidence 
Incessant 
ovulation
[24]
 
 
Repetitive ovulation and quickly cellular 
proliferation in post-ovulation repair 
creates a propitious environment to 
carcinogenesis initiation by genetic 
alteration accumulation as well as 
inclusion cysts development. 
Ovulation inhibition results in 
gonadotropin and oxidative stress 
levels reduction, deceleration of 
ovarian follicle depletion and to a 
diminished inclusion cysts 
development in ovarian epithelium.  
Events that suppress 
ovulation such as pregnancy, 
lactation and oral 
contraceptive use are 
protective factors. 
Gonadotropins
[91]
 
Excessive stimulation of ovarian 
epithelium by FSH and LH conducts to 
downstream genes activation as well as 
to stimulation of hormonal production 
by the ovary (as estrogen) in order to 
enhance cellular proliferation and 
consequently to malignant 
transformation and angiogenesis.  
The formation of a protective 
progestagenic hormonal milieu can 
stimulate apoptosis in genetically 
damaged ovarian epithelial cells, 
preventing tumor development. 
Oral contraceptive use and 
pregnancy are protective. 
Hyper-gonadotropic 
conditions are common in 
infertile, in polycystic ovarian 
syndrome and in post-
menopausal women.   
Hormonal 
stimulation
[92]
 
High androgen levels are harmful while 
an increase in progesterone levels is 
benefic. 
Protective effect due to 
multiparity and oral 
contraceptive use. Harmful 
effect is associated with 
higher androgen levels as in 
polycystic ovarian syndrome 
women. 
Inflammation
[25]
 
Ovulation is accomplished by an 
inflammatory response: redox potential 
alteration, cellular infiltration, cytokine 
release that can introduce DNA damage 
in epithelial cells involved in ovary 
rupture/repair 
Inflammatory gynecological 
diseases, as endometriosis, 
can enhance EOC risk. Non-
steroid anti-inflammatory 
drugs can be a protective 
factor.  
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Ovarian epithelial inclusion cysts may develop as an ovulation result or due to 
ageing, becoming entrapped within the stroma (Figure 1). Once inside the ovary, 
epithelial cells lining the inclusion cysts are exposed to an environment of aberrant 
autocrine/paracrine stimulation by growth factors including hormones, phospholipids 
and VEGF
[7, 19, 26]
. If the epithelial cells harbor unrepaired DNA damage, they may be 
prime targets for neoplastic transformation
[13]
.  
As the link between DNA damage and ovarian carcinogenesis becomes 
stronger, it will become more important to completely understand the role of DNA 
damage response (DDR) proteins in ovarian cancer prevention. Because defects in 
DNA repair genes involved in DSBs repair, such as BRCA1 and BRCA2, are implicated 
in familiar OC, overall DNA repair capacity may have an effect on the risk of sporadic 
ovarian cancer as well
[27]
.  
With the human genome sequencing, the identification of genetic variations 
and the understanding of how common variations can affect normal cellular processes 
has become possible
[28]
. Genetic polymorphisms are naturally occurring sequence 
variations, about 90% of which are single nucleotide polymorphism (SNP)
[29]
. SNPs are 
single base pair positions in genomic DNA at which different alleles exist in normal 
individuals in some population(s), wherein the least frequent allele has an abundance 
of 1% or greater
[30]
. SNPs occur every 100-300 bases along the human genome and 
several studies suggest that the risk to many complex diseases, like cancer, can be 
extensively affected by the individual’s SNP profile. Presumably, it will be the 
combination between the SNP profile and environmental factors that contribute to 
sporadic cancer development
[30-32]
. Genetic polymorphisms in DNA repair genes seem 
to determine the overall DNA repair capacity, which in turn may affect the risk of OC
[15]
. 
 DDR pathways induce cell cycle arrest in response to DNA damage, in order to 
maintain genomic stability. In this way, these mechanisms are known to act as tumor 
suppressors and proteins involved in repair pathways are considered as genome 
caretakers. DDR pathways are controlled by specific sets of genes and although they 
are considered as good players in the cancer prevention, they can act as bad players 
in the treatment response
[27, 33]
. The recognition of DNA damage and the consequent 
repair mechanism are crucial to the sensibility or resistance of cancer cells to 
treatment. This means that cells with proper DDR pathways are capable to efficiently 
repair the damage caused by chemo or radiotherapy, being responsible for the 
development of resistance in tumor cells
[34]
.  
Pharmacogenetics and pharmacogenomics are emerging areas that are 
essential to the development of personalized medicine, ultimately leading to drug 
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prescription based on patient’s individual genetic and molecular profile[30-32, 35]. The aim 
of these areas is to establish a relationship between the genotype (i.e. polymorphisms 
or mutations), gene expression profile and phenotype (both in drugs’ 
pharmacokinetic and pharmacodynamics), interpreted as the variability between 
individuals concerning the toxicity, effectiveness and therapy outcome
[35-39]
. 
Polymorphisms in genes involved in DNA repair could result in variations in efficacy 
and accuracy of DNA repair enzymes and consequently significantly affect the toxicity, 
effectiveness and therapy outcome. By their role in therapy response, genetic 
polymorphisms in these genes can influence the patient’s survival and be useful as 
prognostic and predictive markers in cancer
[40-43]
. 
Moreover, with the development of DDR protein inhibitors for cancer treatment, 
research on targeting molecular pathways, such as DNA repair, is becoming one of 
the most important areas in clinical oncology
[43-48]
. One of the enzymes involved in DDR 
is DNA Ligase IV (LIG4) enzyme, which is essential to catalyze the DNA phosphodiester 
bond formation, in the last step of one of the DNA repair mechanisms
[49]
. In this review, 
we explore the role of LIG4 in DDR, namely in ovarian cancer carcinogenesis and 
treatment, as well as in the potential contribution to the development of new target 
therapies. 
 
 
DNA DAMAGE RESPONSE  
 
Along the cell cycle and during the lifetime of a cell, the genome is continuously 
exposed to a wide variety of agents and processes capable to damage the DNA
[50]
. 
Therefore, genetic stability is necessary and is maintained not only by precise 
replication mechanisms but also by accurate and redundant systems that detect and 
repair possible DNA lesions. Most of DNA injuries are transitory because after its 
recognition, a coordinated cellular response takes place in order to interrupt the cell 
cycle (allowing the repair) or to lead to cell death (if the damage is too serious), 
maintaining genomic stability
[46, 51]
. 
There are several DNA repair mechanisms that use different enzymes to repair 
different kinds of damages
[34]
. One of the most deleterious DNA lesions is DNA double-
strand breaks (DSBs). DSBs occur when the phosphodiester backbones of both strands 
are simultaneously broken and close enough to disrupt base pairing, whereas 
chromatin structure can not keep the ends juxtaposed
[50, 52]
. The result is the release 
of two DNA ends that can get physically separated from each other, embarrassing the 
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subsequent repair and providing an opportunity to inappropriate recombination
[50]
. 
These breaks can arise in all phases of the cell cycle from a wide range of agents and 
processes: as result of normal cellular metabolism, by the action of ROS, or as result 
of physiological processes like V(D)J recombination, DNA replication or meiosis. 
Exogenous factors can include ionizing radiation (IR) as well as chemotherapeutic 
agents
[52-54]
.  
In eukaryotic cells, DSBs can be repaired by two main pathways: Homologous 
Recombination (HR) and Non-Homologous End-Joining (NHEJ)
[34, 50, 52]
 (Figure 2).  
In HR pathway, the break is repaired using the homologous chromosome or 
sister chromatid as template. This is considered an accurate repair pathway and it is 
thought that could be particularly important for DSB repair in S/G2 phases of the cell 
cycle, where replicated sequences are available to serve as repair templates
[34, 50, 55]
. In 
NHEJ pathway, the broken strands are crudely joined together at a site of micro-
homology, frequently resulting in small alterations at the site of fusion, being often 
described as error-prone. Although been able to operate throughout cell cycle, NHEJ 
is the predominant pathway during G0, G1 and early S phases of the cell cycle
[27, 34, 55-
60]
.  
 NHEJ and HR proteins are highly conserved across all eukaryotes and 
ubiquitously expressed in multi-cellular organisms. HR appears to be the predominant 
DSB repair pathway in yeast although NHEJ is the main pathway in higher organisms 
such as mammals
[50, 52]
. However, recent evidence suggests that these major repair 
pathways can cooperate and compete with each other at DSBs to promote efficient 
repair and genomic integrity
[61]
. 
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Figure 2 Simplified overview of homologous recombination and non-homologous end-joining. 
Homologous recombination (HR) pathway starts with break recognition and signaling by a complex 
containing NBS1, MRE11 and RAD50 (MRE11/RAD50/NBS1 - MRN complex). RAD51 and RAD52 catalyze 
and facilitate a strand exchange reaction. Assembly of RAD51 is facilitated by different RAD51 paralogs 
such XRCC2 and XRCC3. MRN complex also promotes activation of ATM, which in turn activates several 
DNA repair factors as BRCA1/2. HR finishes with DNA synthesis and final ligation. Non-homologous end-
joining (NHEJ) pathway starts with the recruitment of Ku heterodimer (Ku70 and Ku80) to DNA ends. 
Once attached to double-strand breaks, Ku recruits and stimulates the DNA-PKcs, forming the DNA-PK 
holoenzyme. DNA-PK activates XRCC4-LIG4 complex, which links the broken complementary DNA ends 
together. If DNA ends are not ready to end joining, it is necessary a previous DNA end processing, which 
may involve numerous enzymes as Artemis, Werner, DNA Polimerases µ e λ, Polynucleotide kinase (PNK) 
and Terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT)), to conclude the NHEJ pathway. The role of MRN 
complex in NHEJ pathway it is still not clear. 
 
 
LIGASE IV ENZYME AND ITS ROLE IN ONCOLOGY 
 
DNA ligase enzymes are an evolutionary related protein family, involved in 
innumerous cellular processes such as DNA replication, genetic recombination and 
DNA repair. They are nucleotidyltransferase enzymes (NTases) that use an energetic 
source to catalyze phosphodiester bond formation in a three-step reaction 
mechanism
[49, 62, 63]
 (Figure 3). 
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Figure 3 Enzymatic ligation of DNA by DNA ligase. The three-step reaction results in the sequential 
transfer of AMP (adenosine 5’-monophosphate) to an active-site lysine in Lig enzyme (step 1) then to 
DNA end (step 2), which results in the formation of a phosphodiester bond and consequently to a ligated 
DNA product (step 3). Lig: Ligase. (Adapted from Ellenberger et al[49]) 
 
 
 The ligation reaction has a high energetically yield, in which an adenylate 
group (adenosine 5’monophosphate – AMP) is sequentially transferred from ATP or 
NAD
+ 
to a highly conserved lysine residue in the active site of the DNA ligase enzyme 
(Step 1), with the formation of a covalent enzyme-adenylate intermediate. This first 
step occurs independently of DNA whereas the subsequent steps involve interaction 
between the DNA ligase and its DNA substrat. Formerly, the AMP is transferred to the 
5’-PO43- DNA end to generate a covalent DNA-adenylate intermediate (Step 2). In the 
final step, the non-adenylated DNA Ligase catalyzes the formation of a 
phosphodiester bond, in a reaction that involves a nucleophilic attack by a 3’-OH on 
the 5’ end of the DNA adenylate and the release of AMP (Step 3)[49, 62]. By the high 
favorable reaction equilibrium, each chemical step makes this reaction sequence 
effectively irreversible, proving once again the importance of DNA repair
[49]
.  
DNA ligases have the capability to change their conformation during the DNA 
joining reaction in order to accommodate the multiple reactions that catalyze. These 
enzymes have multiple domains that provide the necessary flexibility to completely 
encircle their DNA substrates as well as the capacity to open and close around DNA
[49]
.   
 In the human genome there are three genes that codify four DNA Ligases: LIG1, 
LIG3 and LIG4, with the DNA Ligases II and III being expressed by alternative splicing 
of mRNA from LIG3
[49, 64]
. Consistent with the common evolution, all of the eukaryotic 
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enzymes are ATP-dependent and are related in terms of sequence and structure
[49, 62, 
63]
.  
 LIG4 gene, located in 13q33 chromosome, codify an exclusively nuclear 
protein, with approximately 100 kDa, which shares homology with the other ligases 
in N-terminal region but not in the C-terminal region
[62, 65]
. Its catalytic domain (CD) 
comprises six conserved sequence motifs (I, III, IIIα, IV, V, VI) that define the 
nucleotidyltransferase family. Motif I includes the lysine residue that is adenylated in 
the first step of the ligation reaction. The non-catalytic domain (NCD), which is poorly 
conserved between the different family members, does not have a known function 
yet
[63, 64]
.    
 LIG4 enzyme is characterized by a C-terminal extension that includes two 
tandem copies of the BRCT homology domain, which are found in other DNA repair 
and checkpoint-associated proteins
[65-67]
. These motifs are separated by a short linker 
sequence that contains a conserved binding site presumably necessary to the 
interaction with XRCC4 in NHEJ pathway
[68-70]
. XRCC4 is responsible for the stabilization 
and stimulation of the ligase activity by LIG4, such as adenylation, as well as to protect 
LIG4 from degradation
[68, 71]
. Furthermore, the stability of LIG4 is also regulated by 
phosphorylation at a serine residue (Ser650)
[49]
. Structural studies suggest that in the 
XRCC4-LIG4 complex, the stoichiometric proportion is one molecule of LIG4 to two 
molecules of XRCC4
[70, 72]
. 
 Despite  the fact of being essential in the DSB repair, the XRCC4-LIG4 complex 
is DNA-PK dependent and because of that is an exclusive complex of the NHEJ 
pathway. However, LIG4 appears to function in specialized cells of the immune system 
where it also completes V(D) J recombination
[69]
.  
 Under normal conditions, the human genome is replicated and stabilized by 
highly accurate complex replication and repair machinery. The increased incidence of 
certain pathologies, like cancer, associated with DNA repair-deficient human 
syndromes, illustrates the crucial role of these pathways in protection against 
genomic instability
[73]
. The LIG4 importance in the maintenance of genomic stability 
appears to be associated with the fact that mutations in this gene are associated with 
a rare autosomal syndrome (OMIM 606593) characterized by microcephaly, several 
immunodeficiency, spontaneous genomic instability and a higher susceptibility to 
complex diseases such as cancer
[50, 60, 74, 75]
. Cells from LIG4 patients display increased 
radiosensitivity and are defective in NHEJ DSB repair
[60, 75, 76]
. Knocking out DNA Ligase 
IV in mice results in late embryonic lethality with massive neuronal apoptosis and 
lymphocyte development arrest due to lack of V(D)J recombination
[77, 78]
.  
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To date, several polymorphisms have been identified in LIG4 gene, some of 
them potentially capable to modulate LIG4 activity. For example, LIG4 polymorphism 
rs1805388 C/T was found in N-terminal region and has been linked with a reduced 
adenylation and ligation activities of the enzyme
[79]
. Variations in enzymatic activity of 
LIG4 can conduct to a hyper-sensitivity to DNA damage, deregulation of repair and 
apoptosis mechanisms, affecting the susceptibility to cancer development as well as 
oncologic therapy response. The principal studies that have been developed to 
understand the LIG4 polymorphisms role in cancer are described in Table 2. 
 Radiotherapy and chemotherapy remain the core of conventional cancer 
treatment and it is necessary to understand how cells respond to DNA damage and 
determine whether DDR could be exploited or manipulated for therapeutic purposes. 
There is a growing interest in the identification of DNA repair inhibitors that will 
enhance the cytotoxicity of DNA damaging agents that, when used concomitantly, 
may have the capacity to increase the response to treatment
[46, 48]
. 
 Since DNA ligation is an ubiquitous stage in the majority of cellular processes 
and the last step of almost all DNA repair pathways, DNA ligases are attractive 
therapeutic targets since it is expected that cells defective in DSB repair will be more 
sensitive to chemotherapeutic agents
[44, 46, 49]
.  
Some studies suggest that LIG4 down-regulation could be a potential strategy 
to enhance the therapeutic effects of chemotherapy
[44-46]
. Kondo and collaborators 
designed a study to better understand the role of DSB repair pathways, including NHEJ, 
on cellular sensitivity to Temozolomide (TMZ) in glioblastoma
[45]
. First, they evaluated 
the role of repair genes in the presence of TMZ-induced DNA damage. Within the cell 
lines evaluated, LIG4 -/- cells were the most sensitive to TMZ action. To test whether 
this result was pertinent to chemotherapy used against glioblastoma, LIG4 expression 
was silenced in A172 glioblastoma cells using siRNA. Results showed that LIG4 
silencing increased cellular sensitivity to TMZ approximately three times. Therefore, 
the authors proposed that LIG4 down regulation can potentially be a useful strategy 
for enhance the therapeutic effects of TMZ, becoming LIG4 a new molecular target for 
chemotherapy
[45]
. In a study designed by Friesen and collaborators, they investigated 
the role of LIG4 in deficient caspases activation by doxorubicin
[80]
. The results showed 
that doxorubicin strongly induced apoptosis and caspases activation in LIG4 defective 
cells suggesting that LIG4, as a key enzyme for NHEJ repair, also plays an important 
role in deficient caspases activation in cancer cells
[80]
. 
In a last view, it may be useful the combination between LIG4 inhibitors with 
the individual’s LIG4 profile since observations suggest that in a partially defective 
Aceite para publicação 
World Journal of Clinical Oncology (2013) 
- 136 - 
  
genetic background, additional reduction in ligase levels additionally compromises 
the cellular ability to repair DSBs
[81]
.  
 
 
LIGASE IV IN OVARIAN CANCER 
 
In which concerns to LIG4 polymorphisms and their role in OC risk just a few studies 
have been made
[82-84]
 (Table 2). Due to contradictory results obtained to some 
polymorphisms and OC risk, Ovarian Cancer Association Consortium (OCAC) has been 
formed with the purpose to evaluate the evidence for association in SNPs, which had 
already been genotyped by multiple studies by combining the existing data. This 
collaboration has shown that 1977 T/C polymorphism in LIG4 gene (rs1805386) was 
not associated with OC risk, although the initial results proposed a significantly 
positive association
[83]
.  
OC remains a treatment challenge. Although the initial response of the OC 
patients to chemotherapy is good, many patients recur and develop, possibly, cell 
clones resistant to therapy. Platinum analogs, as cisplatin or carboplatin, are one of 
the most widely used anti-cancer drugs due to its broad-spectrum of activity against 
human tumors, namely ovarian cancer. Platinum compounds react with DNA 
molecules, forming inter and intrastrand DNA crosslinks, and consequently blocking 
the movement of DNA replication and transcription machinery along DNA, which 
results in the arrest of the cell cycle and the activation of DNA repair pathways
[85-88]
. 
Nucleotide excision repair (NER) is the main mechanism responsible for platinum-DNA 
adducts removal although some studies proposed that these adducts can inhibit NHEJ 
repair pathway and consequently influence the patient’s overall survival since survival 
is longer in patients with higher levels of platinum-DNA adducts
[18, 52, 89]
. Clinical use of 
platinum compounds in OC treatment is conditioned by the development of resistance 
which can result from reduced intracellular accumulation, increased drug inactivation, 
increased repair of damaged DNA, increased activation of pro-survival pathways or 
inhibition of pathways that promote cell death
[90]
. Besides the importance of NHEJ, and 
specifically of LIG4, to platinum treatment response, to the best of our knowledge no 
study evaluated the association between LIG4 polymorphisms and the chemotherapy 
response of OC patients. It would be interesting to evaluate the role of LIG4 
polymorphisms in platinum resistance and relate them to LIG4 mRNA expression in 
order to predict the clinical outcome of OC patients and possibly use this marker to 
guide chemotherapy selection in woman with OC.  
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Following the PARP inhibitors treatment applicability, LIG4 inhibitors may be 
concomitantly used with standard therapy for OC treatment in order to enhance its 
effect and to exploit intrinsic defects in specific DNA repair pathway. This approach 
might create a large therapeutic window and help to overcome chemotherapy failure 
in OC treatment. Potential strategies to inhibit the LIG4 action can be by the use of 
siRNA, as mentioned by Kondo et al
[45]
, or by the use of small molecules in silico 
designed, as mentioned by Chen and collaborators
[46]
. 
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Table 2 Some studies that evaluate LIG4 polymorphisms role in cancer  
 
Authors 
LIG4 SNP 
identification 
Tumor Model Ethinicity Result 
Jakubowska et al
[84]
  rs1805386 
Ovarian and 
Breast Cancer 
Caucasian 
The polymorphism was not associated with BRCA1-associated ovarian and 
breast cancer risk (P = 0.16 and P = 0.97, respectively)  
Schildkraut et al
[82]
 rs10131 Ovarian Cancer Caucasian 
The polymorphism was significantly associated with invasive serous ovarian 
cancer risk (P < 0.05) 
Pearce et al
[83]
 rs1805386 Ovarian Cancer Mixed 
The polymorphism was initially associated with ovarian cancer risk (P = 0.007) 
but replication results do not confirm this association  
Yin et al
[93]
 rs1805388 
Non-small cell 
Lung Cancer 
Mixed 
The polymorphism was significantly associated with the risk of severe radiation 
pneumonitis in non-small cell lung cancer patients who received 
radio(chemo)therapy (P < 0.05) 
Tseng et al
[94]
 rs1805388 
Non-small cell 
Lung Cancer 
Asian 
The polymorphism was significantly associated with lung cancer risk (P = 
0.038) especially in smoking patients (P = 0.015), and with high fractional 
allelic loss (P = 0.016) 
de la Penas et al
[89]
 rs1805386 
Non-small cell 
Lung Cancer 
Caucasian 
The polymorphism was not associated with survival in cisplatin/gemcitabine-
treated non-small cell lung cancer patients (P = 0.31) 
Sakiyama et al
[95]
 rs2232641 Lung Cancer Japanese 
The polymorphism was significantly associated with a diminish risk to develop 
lung cancer (P = 0.03) 
Sobczuk et al
[96]
 rs2232641 Breast Cancer Caucasian The polymorphism was not associated with breast cancer risk (P > 0.05) 
Han et al
[97]
 
rs1805386 
rs4987182 
Breast Cancer 
Mostly 
Caucasian 
No statistically differences in breast cancer risk according LIG4 C299T or 
T1977C. The polymorphism T1977C was significantly associated with breast 
cancer risk if the patients had a first degree family history of breast cancer (P 
= 0.01) 
Goode et al
[98]
 rs1805386 Breast Cancer Caucasian 
The polymorphism was significantly associated with the breast cancer survival 
(P = 0.002) 
Kuschel et al
[99]
 rs1805386 Breast Cancer Caucasian 
The polymorphism was significantly associated with a decrease in breast 
cancer risk (P = 0.04) 
Liu et al
[100]
 rs3093739 Glioma Asian The polymorphism was significantly associated with glioma risk (P = 0.009) 
Liu et al
[101]
 rs7325927 Glioblastoma Caucasian 
The polymorphism was significantly associated with glioblastoma survival (P = 
0.008) 
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CONCLUSION  
  
Besides the strong link between DNA repair and OC, the knowledge about LIG4 
role in ovarian carcinogenesis is still very limited and one of the aims of this review 
was to compile all the available information. In last years, translational research has 
reached an essential role in oncology and the identification of an individual SNP 
profile, which used in combination with risk factors, can lead to the establishment of 
potential susceptibility and prognosis factors. In this way, it became clear that the 
development of new studies are essential to better understand the functional role of 
polymorphisms in LIG4 gene and how they can be linked to OC development, namely 
which concerns with repair-associated ovulation. In other perspective, the definition 
of a SNP profile could be a useful manner to implement screening and prevention 
strategies and consequently decrease the OC mortality.  
To the best of our knowledge, no study has been done regarding LIG4 
polymorphisms and their influence in OC treatment response. However, in this review, 
we described the dual role of LIG4 enzyme in cancer. Some studies have associated 
high levels of this enzyme with a good response to carcinogenic damage repair and 
the consequent genomic stability maintenance. However, in an opposite view, high 
levels of LIG4 enzyme can lead to worse treatment response due to the higher 
capability to repair the damage induced by chemo or radiotherapy. It is known that 
genetic polymorphisms are capable to affect the functional activity of DNA repair 
enzymes and affect significantly the effectiveness and therapy outcome. Besides this 
aspect, studies are made in order to discover and develop new treatment strategies 
to overcome therapy resistance and improve OC survival rates, namely using DNA 
repair as treatment target. The inhibition of LIG4 can possibly be an useful strategy 
to overcome the chemotherapy failure associated with OC standard treatment.  
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6.1. Conclusões finais e perspetivas futuras  
 
Os capítulos precedentes desta dissertação estão organizados sob a forma de 
artigo científico. Este formato, como é sabido, inclui uma secção em que se apresenta 
uma discussão circunstanciada dos resultados obtidos. Por este motivo, parece-nos 
redundante adicionar no final desta tese um capítulo de discussão sobre a 
generalidade dos nossos resultados, já que iriamos obrigatoriamente repetir 
argumentos já expressos nas secções de discussão de cada um dos capítulos 
anteriores desta dissertação. Optamos, assim, por apresentar de seguida, de um 
modo sucinto, as nossas conclusões finais e as perspetivas futuras que antevemos 
para a investigação até agora realizada e também a nossa visão pessoal sobre as 
ilações que podemos retirar deste estudo para a nossa atividade diária como 
oncologistas. 
De acordo com os nossos resultados, verificamos que o genótipo GSTM1 
poderá ser um marcador molecular útil na predição da resposta das doentes com 
carcinoma epitelial do ovário à terapia de primeira linha com Paclitaxel e Platinos. A 
combinação de marcadores genéticos e clínicos poderá ser crucial para atingir uma 
melhoria significativa na sobrevivência destas doentes.  
  Otimizar a estratégia terapêutica do carcinoma do ovário e aumentar a 
incorporação racional e custo-efetiva dos agentes biológicos emergentes são 
domínios de elevada prioridade da prática clínica, que beneficiam e urgem da 
identificação de biomarcadores prognósticos e preditivos. A identificação de fatores 
responsáveis pela introdução de variabilidade na resposta ao tratamento das doentes 
tem se revelado um desafio. Prever a sensibilidade aos platinos antes do tratamento 
apresenta um elevado potencial para aumentar ou restaurar a quimiosensibilidade 
nas doentes resistentes e recorrentes e, assim, melhorar a sobrevivência por esta 
neoplasia.  
Compreender a falência do tratamento com platinos poderá ser um passo 
essencial na tentativa de individualizar a terapêutica, selecionando as doentes mais 
prováveis de responder ao tratamento, com possibilidade de ajustar a dose e 
estratégias de seguimento. Os estudos futuros deverão obrigatoriamente avaliar o 
desenho de um nomograma de orientação terapêutica com evidentes benefícios para 
as doentes e sustentabilidade do sistema de saúde.  
Como oncologista, uma das futuras perspetivas poderá passar pela realização 
de ensaios clínicos que incluam a validação destes biomarcadores tendo em conta a 
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sensibilidade e especificidade na sua capacidade preditiva de resposta e de 
prognóstico. Apesar das terapêuticas emergentes, nomeadamente os anti-
angiogénicos e os inibidores da PARP, a quimioterapia baseada no dupleto de Platino 
e Paclitaxel continua a ser essencial na abordagem desta patologia, como 
demonstrado pelos diversos ensaios clínicos.  
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